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RESUMO

O litio é a unica droga com valor terapéutico e profilatico no
tratamento de doengas psiquiatricas, especialmente mania, ambas as fases
maniaca ¢ depressiva da doenca bipolar e nos episoédios recorrentes de
depressdo. Apesar da sua eficacia, seu sitio de agfio e possiveis efeitos
neurotoxicos ndo foram bem esclarecidos. Foi demonstrado que o tratamento
de ratos adultos com cloreto de litio (LiCl), seguindo um protocolo que produz
litemia comparavel a usada clinicamente em humanos, resulta em um aumento
de 35% na imunorreatividade e no estado de fosforilagdo de uma proteina
marcadora de astrdcitos, proteina glial fibrilar acida (GFAP) em hipocampo
(ROCHA & RODNIGHT, 1994). Com estudos morfologicos, observou-se que
os astrocitos hipocampais desses animais tratados sofriam hipertrofia e
mudanga no direcionamento de seus prolongamentos, caracterizando uma
gliose reativa (ROCHA, 1996; SANTOS, 1996). O tratamento cronico de
fémeas com LiCl antes e durante a prenhez, e na lactagdo, provocou uma
diminui¢do do imunoconteudo de GFAP de 53 % no hipocampo de ratos com
15 dias, nascidos dessas f€émeas (ROCHA, 1996; SANTOS, 1996).

O presente trabalbo teve como objetivo analisar o efeito da exposi¢do
pré- e pos-natal ao LiCl sobre o hipocampo de ratos imaturos, no 15° dia pos-
natal, levando em consideragfo pardmetros morfoldgicos e neuroquimicos, em
uma tentativa de caracterizar os efeitos do litio sobre o cérebro em
desenvolvimento.

Apo6s o tratamento cronico, a litemia das fémeas tratadas ficou dentro
da faixa terapéutica para humanos, entre 0,4 - 1,2 mEqg/L, e a concentragio de
litio no plasma dos animais imaturos teve uma média de 0,4 mEq/L (niveis
terap€uticos para humanos). Isso comprova que o ion passou através do leite

da mie para os filhotes.



Os resultados obtidos no estudo morfolégico do hipocampo dos
animais imaturos, mostraram uma diminui¢do na imunorreatividade a GFAP,
0 que esta de acordo com a diminuigdo na quantidade de GFAP-IR observada
anteriormente por Rocha (1996). Através de analise neuroquimica observamos
um aumento do imunoconteido de vimentina em fatias de hipocampo dos
animais tratados. Ocorreu um aumento em relagdo ao controle, de células
vimentina-positivas no hipocampo de animais jovens tratados, que
corresponde a glia radial VIM-positiva. A andlise das ldminas histologicas
mostrou um maior niamero de glias radiais no giro denteado do hipocampo dos
 animais tratados em relagdo aos amimais controles. O conjunto destes
resultados sugerem que o tratamento com LiCl causou um atraso no
desenvolvimento cerebral, pelo retardo da transformacdo da glia radial para
astrocitos. Uma vez que a glia radial persiste por um tempo maior no
hipocampo desses animais, a diferencia¢gdo da mesma para astrocitos pode
estar prejudicada, mostrando um atraso no desenvolvimento astroglial nesta
fase de maturidade neural que, devido a importancia dos astrécitos na
sinaptogénese, podera afetar de maneira mais profunda o desenvolvimento
geral do sistema nervoso central (SNC).

Este trabalho possui relevincia clinica, uma vez que muitas mulheres

recebem tratamento com sais de litio.
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INTRODUCAO

1. LiTIO

O litio é um elemento da familia dos metais, foi descoberto 1817 e tem
sido usado para tratar uma série de desordens somatopsiquicas (LENOX et al.,
1994; SCHOU, 1980).

Pelo fim do século XIX, médicos como John Aulde na América do
Norte e Carl Lange na Dinamarca, fizeram observagdes clinicas relacionadas
a sua eficacia profilatica no tratamento de sintomas recorrentes de depressdo
(LENOX et al., 1994).

O uso clinico do litio na medicina convencional caiu em descrédito no
inicio do século XX, devido as alegagGes sobre sua potencial toxicidade
(LENOX et al., 1994).

Cade, em 1949, em suas observagdes, considerou o litio tinico para
tratar mania em pacientes com doenca bipolar. Depois, por volta de 1957,
Soon & Mogens Schou estabeleceram que o litio possuia grande eficacia no
tratamento antimaniaco e na terapia profilatica para previnir e evitar surtos de
depressdo (LENOX et al., 1994).

Por volta de 1959-1960, os psiquiatras Hartigan e Baastrup, simultinea
e independentemente, observaram que seus pacientes quando tratados por
longo tempo com litio, nfo somente paravam de ter crises de mania como
também de depressfio, abrindo novas perspectivas para o uso do litio na
profilaxia da doenga bipolar (SCHOU, 1980). Durante os anos de 1967-1970,
em fung¢do de varios estudos e publicagdes, ficou claro o efeito profilatico do
litio contra reincidéncia da mania e da depressdo, passando a partir dai a ser

usado extensivamente no mundo inteiro como um estabilizador do humor,
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para reduzir a severidade e a freqii€ncia dos episodios recorrentes de mania e
depressdo na doenga bipolar, e episddios recorrentes de depressio na doenga
unipolar (LENOX et al., 1994; SCHOU, 1980).

Pacientes com PMD podem ter falta de flexibilidade do sistema
necessaria para responder adaptativamente a flutuagdes periédicas no estado
externo ¢ interno, resultando em manifestacdes clinicas de desajuste
comportamental e profundas mudangas no humor, ritmo circadiano, fisiologia
do sono, bem como alteragbes significativas na regulagdo neuroendocrina,
todas consistentes com uma desregulagdo neuroquimica no sistema limbico e
regides associadaé do cérebro e cortex pré-frontal (LENOX et al., 1994).

Com relagdo a essas manifestagdes, sabe-se que o litio, como outros
antidepressivos, modificam o ritmo circadiano em humanos, roedores e muitas
outras espécies (KLEMFUSS et al.,1987). Uma melhor compreensdo dos
mecanismos de agdo, ao nivel molecular, do litio pode ndo somente levar ao
desenvolvimento de um tratamento psicofarmacologico ainda mais eficaz, mas
também trazer uma explicagdo da base molecular da doenga (LENOX et al.,
1994).

As doses terapéuticas do litio e as doses toxicas sdo muito préximas
(KARNIOL et al., 1984). Com pequenas variagles, de acordo com o sal
utilizado, o litio € rapidamente absorvido no trato digestivo e passa para o
sangue, onde ¢ encontrado livre, ndo ligado a proteinas plasmaticas. Seu efeito
terapéutico esta mais relacionado ao nivel plasmatico, o qual varia muito de
um individuo para o outro, do que a dose ingerida. O estado de equilibrio é
alcancado entre o 4% e 7° dias, apés iniciada uma dose didria constante
(KARNIOL et al., 1984). Os niveis plasmaticos adequados no tratamento
cronico com litio sdo em torno de 0,4 - 1,2 mEq/L. As concentragdes de litio
determinadas no tecido cerebral ndo sdo muito diferentes das concentragdes de
litio no plasma (LAM et al., 1992).

Os efeitos psicofarmacolégicos podem estar relacionados as

propriedades do cation litio, 0 qual possui diversas caracteristicas em comum
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com os cations mono- ¢ divalentes biologicamente ativos, tais como sddio,
potassio, magnésio e calcio (LAM et al., 1992). Durante o tratamento com
litio, flutuagGes nas concentragdes plasmaticas de calcio e magnésio
ocorreram no periodo de 4 semanas de tratamento. Sugere-se que o litio
compete com o calcio e com o magnésio em seus sitios de agdo e ligagdo nas
células, o que pode ser uma explicagdo para as flutuagdes desses ions apos a
administracdo de litio (LINDER et al.,1989). Parece que o inicio do
tratamento com Li" produz um balango positivo de célcio, magnésio e fosfato,
e foi encontrado também uma elevagdo de calcio no soro de pacientes que
responderam ao tratamento, enquanto que em pacientes nio responsivos, o
calcio sérico permaneceu inalterado. Com isso, observou-se que mudangas no
calcio e magnésio podem ser necessarias para o efeito clinico benéfico do litio
(LINDER et al., 1989). Uma vez que o litio possui algumas semelhangas
quimicas com o calcio, Koenig et al. (1988) investigaram a possibilidade do
litio alterar a homeostase intracelular de célcio por um efeito na captagdo do
mesmo. O influxo de calcio em sinaptossomas preparados de ratos tratados
cronicamente com litio, foi significativamente aumentado em rela¢do aos
controles (KOENIG er al., 1988).

De fato, o Li" compete efetivamente com o Mg por sitios de ligagio
na membrana e em enzimas dependentes de Mg**. Diversas enzimas cerebrais
tém se mostrado sensiveis ao litio in vitro. O Li" compete com o Mg®* em sua
agdo sobre a adenilato ciclase (AC) no cérebro de ratos. A administra¢do in
vivo de litio reduz significativamente a concentragdo de potassio
sinaptossomal, sugerindo que o tratamento por longo tempo com litio, possa
mduzir a despolarizagdo parcial da membrana sinaptossomal (LAM et al.,
1992). Juntas, essas observagdes sugerem interagdes do Li” com os ions K,
Mg®" e Ca®* como um mecanismo potencial basico dos efeitos psicotropicos
da terapia do litio (LAM et al., 1992).

O Li" pode influenciar a liberagdo de diversos neurotransmissores,

mcluindo dopamina, noradrenalina, acetilcolina e serotonina, pode também
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alterar processos de transporte de membrana e a atividade de enzimas
dependentes de calcio e calmodulina. Os sistemas que envolvem segundos
mensageiros intracelulares, incluindo metabolismo de inositol fosfato e
atividade da adenilato ciclase, também sdo afetados pelo Li" (KOENIG et
al.,1988). Muitos desses processos sdo influenciados pela concentragdo de
célcio intracelular, sugerindo que um mecanismo basico para as agdes clinicas
do litio seja devido a habilidade do ion interferir nas fungdes regulatorias do
céalcio (KOENIG et al., 1988). Entdo, elevagdes induzidas por litio nos niveis
intraneuronais de calcio podem ter um papel em sua efetividade clinica (via
modulagdo de um grande numero de processos regulados por concentragdes
de célcio intracelular) e podem também explicar porque a exposigdo excessiva
ao litio pode ser toxica, uma vez que um aumento na concentragio intracelular
de calcio, se ndo for reversivel, pode resultar em morte celular (KOENIG et
al., 1988).

E também possivel que o tratamento cronico com litio afete a fluidez
de membranas sinaptossomais, desta forma alterando as propriedades de
proteinas ligadas 4 membrana, incluindo canais de calcio dependentes de
voltagem. Isso mostra que o mecanismo de agdo do litio no tratamento de
desordens afetivas ndo € simples, nem direto (KOENIG et al., 1988).

Evidéncias indicam que o litio exerce efeitos transcricional e pods-
transcricional significativos, e que esses efeitos podem ser mediados via
altera¢des induzidas pela proteina quinase C (PKC) nos fatores regulatorios da
transcrigdo nuclear responsaveis pela modulagio da expressdo de proteinas
envolvidas na plasticidade neural e resposta celular, compensando as
anormalidades fisiologicas geneticamente indefinidas em regides criticas do
cérebro (MANII ef al., 1994). O litio no tratamento cronico parece mobilizar
mudancas adaptativas em proteinas chave que servem para reestabelecer o
sistema através de mudangas compensatorias na regulacdo de processos, que
sdo criticos para manutengdo do balango da atividade neurotransmissora na

regido mesolimbica e cortical do cérebro, retomando a estabilidade clinica
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para pacientes com episodios afetivos recorrentes (MANII et al., 1994).

A participagdo de proteinas G nos sistemas de transdugdo de smal, o
acoplamento de receptores com canais idnicos € sistemas de resposta de
segundo mensageiro, representam um alvo potencial para a agdo do litio
cronico (MANII et al., 1994).

O efeito do litio, modificando as atividades de proteinas G e da
adenilato ciclase, pode ser pela competicdo com o magnésio. Além do litio
afetar proteinas G, adenilato ciclase e inositol-1-fosfatase, proteinas quinases
dependentes de AMPc podem ser diretamente afetadas por ele (MORI et al.,
1996).

Ainda ndo se sabe ao certo se o litio € teratogénico ou ndo, porém ¢
recomendado cessar seu uso durante os primeiros meses de gravidez. Sabe-se
que o litio passa do sangue para o leite materno, € as concentragdes de litio no
soro das criangas € de 1/10 - 1/2 do de suas mées (SCHOU, 1980).

Estudos t€ém confirmado que o sistema de segundo mensageiro do
fosfatidil inositol fosfato (PIP) ¢ um importante sitio de agéo do litio no
cérebro (HIRVONEN, 1991; LEE et al., 1992; LENOX et al., 1994; JOPE et
al., 1994; ATACK et al., 1995). O litio também inibe a defosforilagdo do mio-
inositol-1,4-bifosfato (Ins[1,4]P,), um intermediario do ciclo do fosfatidil
mositol (PI) no cérebro, por outra enzima citosélica. Nesse caso, a acglo
terapéutica do litio na doenga bipolar pode estar relacionada a diminui¢do do
mositol cerebral e o correspondente aumento de Ins1P no cérebro, seguido
pela subseqiente depressdio da fun¢io de neurdnios relacionados com o
desenvolvimento da doenga. A habilidade do litio para interromper o ciclo do
fosfatidil inositol fosfato (PIPs) nos neurdnios pode ser expressa como uma
mudanga na fungdo dos receptores acoplados a transdugdo de sinal via sistema
do PIPs. A hidrélise do fosfatidil inositol bifosfato (PIP,) gera dois segundo
mensageiros, o inositol trifosfato (IP;) e o diacilglicerol (DAG). Sugere-se que
o IP; seja metabolizado a inositol livre por duas vias separadas, ambas

mibidas por litio em seus passos finais, reduzindo entdo o suprimento de
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inositol livre requerido para a manutengfio dos niveis de PIP, necessario para a
sinaliza¢do do sistema ligado aos PIPs, uma vez que o cérebro tem acesso
limitado a inositol ndo derivado da reciclagem dos inositéis polifosfatos. Um
grande nimero de processos celulares sdo regulados por essa cascata de
eventos (HIRVONEN, 1991; LEE et al., 1992; JOPE et al., 1994; LENOX et
al., 1994; ATACK et al., 1995). Visto que o DAG ¢é um ativador endégeno da
PKC, a agdo do litio crénico na inibigdo da reciclagem do inositol através da
hidrolise do PIP, resulta no acamulo de DAG e em conseqiientes mudangas na
ativagdo da PKC, alterando a fosforilagdo constitutiva de fosfoproteinas
chaves (LENOX et al., 1994). Os efeitos do Li" s3o mais pronunciados em
sistemas que sofrem a alta velocidade de hidrolise de PIP, (LENOX et al.,
1994). Diversos subtipos de rteceptores adrenérgicos, colinérgicos,
serotoninérgicos ¢ dopaminérgicos sdo acoplados ao “turnover’do PIP, no
SNC e mediam ambas vias excitatorias ¢ inibitérias, de modo que esta
hipdtese oferece uma explicagio plausivel para a eficécia terapéutica do litio
no tratamento de ambas as fases da PMD, pela estabilizagdo compensatéria de
um desequilibrio amino biogénico inerente em regides criticas do cérebro
(LENOX et al., 1994; JOPE et al., 1994).

O litio pode também influenciar a sinalizagdo do PI por afetar as
fungdes de proteinas G. Ele diminui a ligagdo do GTP em proteinas G,
possivelmente diminuindo o acoplamento efetor-receptor. O litio pode
também interferir com a atividade das proteinas G pela competi¢do com o
magnésio, ion essencial para as fung¢bes das proteinas G (AVISSAR et al.,
1991). Alguns pesquisadores t€ém mostrado que o litio atenua a atividade da
AC no cérebro intacto de ratos, provavelmente por inibigdo da fungdo de
proteinas G. Entdo, a mibi¢do das fun¢des de proteinas G pode ser expressa
como a diminuigdo da atividade da fosfolipase C e a subseqiiente diminui¢io
do “turnover” do PIP, (HIRVONEN, 1991; JOPE et al., 1994).

Sabe-se que o litio ndo age somente em neurdnios, mas também afeta a

neuroglia, mais especificamente os astrocitos. Estudos realizados em nosso
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laboratério, mostraram que litio cronico modifica em hipocampo a
fosforilagdo e a quantidade de GFAP, uma proteina de filamento intermedidrio

de astrdcitos no cérebro de ratos adultos (ROCHA et al., 1994) e imaturos
(ROCHA, 1996).

2. ASTROCITOS

2.1 Aspectos Morfolégicos

A neuroglia foi descoberta por Virchow em 1846. Ele observou uma
substdncia intersticial nas paredes dos ventriculos € na corda espinhal,
inicialmente denominando-a “nerve-glue”. Virchow também reconheceu que
este material intersticial continha células especiais estreladas ou na forma
alongada. Ele observou que a neuroglia separava o tecido nervoso dos vasos
sanguineos e percebeu a grande importancia para a distingdo da fisiologia e
patologia entre o tecido nervoso e sua substincia intersticial. Somente com o
advento da microscopia eletrénica é que se pOde observar que a matriz
interneuronal consiste de pericario e processos das células neurogliais, com
uma fina membrana de material extracelular entre elas. Com o
desenvolvimento das técnicas de impregnagdo metdlica, desenvolvidas por
Ramdn y Cajal (1913, 1916) e del Rio Hortega (1919, 1921) obteve-se a base
para a vasta literatura da microscopia dptica (MO) sobre neuroglia, escrita na
primeira metade do presente século. Com a MO, reconheceu-se duas
categorias de células gliais do SNC, a macroglia € a microglia. A macroglia
compreende os astrécitos e oligodendrdcitos. Estas células, como os
neurdnios, t€ém origem ectodérmica, mas diferem dos mesmos por terem
somente um tipo de processo, e por reter a capacidade para se dividir ao longo
da vida, particularmente sobre a influéncia de danos ao SNC (JACOBSON,



1991; PETERS et al.,1991; PRIVAT et al., 1995). Em contraste, a microglia
foi considerada por del Rio Hortega (1932) e outros, possuir origem
mesodérmica e dirigirem-se ao cérebro no periodo neonatal. Como o préprio
nome sugere, as microglias sfio menores do que os astrocitos €
oligodendrocitos, tém a capacidade de multiplicarem-se por mitose em
condi¢les proprias de estimulagdo, como injirias a0 SNC, e podem tornar-se
fagocitos. Pela MO, as neuroglias podem ser classificadas como:

- Macroglia, que compreende os astrocitos (protoplasmaticos e fibrosos); e os
oligodendrocitos.

- Microglia

A separagdo da linhagem de células neuronal e glial ocorre num estagio
muito inicial do desenvolvimento do SNC. Embora alguns precursores
astrogliais estejam presentes no inicio do desenvolvimento, seus ciclos sdo
mais longos do que os dos neurénios e, pelo menos no rato, a maior
proliferacdo das células neurogliais ocorre apés o nascimento. Na medula
espinhal do rato, por exemplo, o nimero de células neurogliais aumenta seis
vezes durante as primeiras duas semanas pos-natais (JACOBSON, 1991;
PRIVAT et al., 1995).

As primeiras células progenitoras da linhagem de células macrogliais
sdo os glioblastos. Eles tém nucleos claros, poucas organelas, muitos
ribosomas livres, ¢ ndo apresentam filamentos intermediarios. Os pro-
astroblastos sdo precursores iniciais astrogliais. Eles lembram os glioblastos
mas apresentam também alguns granulos de glicogénio e filamentos
intermediarios contendo vimentina. Os astroblastos representam o estagio
desenvolvimental tardio. Eles t€ém mais organelas, arranjos caracteristicos de
reticulo endoplasmético granular, granulos de glicogénio, corpos densos, e
filamentos intermediarios que contém GFAP. Os astrocitos s3o células pds-
mitéticas completamente diferenciadas. Em preparagdes para MO, os
astrocitos sdo reconhecidos como células de forma estrelar com processos

estendendo-se ao redor do neuropilo e alguns alcangando os vasos sanguineos,
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onde formam expansGes chamadas pés sugadores (JACOBSON, 1991;
PRIVAT et al., 1995).

Astrécitos do tipo 1 originam-se no periodo pré-natal das células
neuroepiteliais na zona germinal ventricular e migram subseqiientemente para
o parénquima do SNC onde eles se associam com 0s vasos sangiiineos €
contribuem para a formagdo da barreira sangue-cérebro. Esses astrocitos
liberam fatores de crescimento mitogénicos que promovem a proliferacéo e
diferenciacio dos oligodendrdcitos e dos astrdcitos tipo 2, e também estio
envolvidos na formagio da cicatriz glial ap6s injuria ao SNC. Astrécitos tipo 2
e oligodendrécitos migram, no periodo p()s-natal,l para todas as regides do
SNC contendo fibras nervosas. As populagées de astrocitos sdo continuamente
renovadas em uma velocidade constante de proliferagdo ¢ morte celular. A
proliferagdo ocorre durante o desenvolvimento normal em resposta & morte
neuronal, crescimento de neuritos, sinaptogénese, e mielinizagdo, ¢ em
resposta a injirias ou doengas no SNC (JACOBSON, 1991).

Existem trés tipos de astrécitos de acordo com sua organizagio
espacial:

1) Células radiais: dispostas num plano perpendicular ao eixo dos
ventriculos, que se estendem por toda a espessura da substincia branca
(PRIVAT et al., 1995).

2) Fibrosos (astrocitos nio radiais): também localizados na substincia
branca, enviam seus processos em varias direcdes € ndo estdo em contato com
a pia mater (PRIVAT et al., 1995).

3) Protoplasmaticos: localizados na substincia cinzenta, caracterizados
por processos curtos € ramificados (PRIVAT et al., 1995).

Existem formas de transigdo entre os dois primeiros tipos, porém ha
rara evidéncia de formas intermediarias entre os astrocitos protoplasmaticos e
os fibrosos, estando localizados na interface da substincia cinzenta e branca
(PRIVAT et al., 1995).

ASTROCITOS RADIAIS: foram descritos por Ramén y Cajal (1909),
9



com a técnica de Golgi ¢ o método de Weigert, situam-se na substincia
branca, com alguns processos alcangando a substincia cinzenta. O pericario
dessas células estd localizado na vizinhanga da pia-mater ou a alguma
distancia dela. Os processos ndo sdo ramificados, sdo lineares, freqiientemente
correndo dentro de eixos fibrosos da substincia branca (PRIVAT et al., 1995).

Apés a imunorreagio da GFAP, os astrécitos radiais aparecem
espinhosos, e com um calibre irregular. O pericario € parcialmente marcado,
possivelmente correspondendo a organizagdo perinuclear das gliofibrilas.

Persistem trés tipos de células radiais em animais adultos: células de
Miiller da retina; glia de Bergmann do cerebelo; e os tanicitos (PRIVAT et al.,
1995).

ASTROCITOS FIBROSOS: estio espalhados na substincia branca e
sdo menos numerosos do que os radiais. Eles aparecem com a impregnagéo
metalica de Golgi-del Rio Hortega como células estreladas com processos
longos, finos e pobremente ramificados. Estes processos sdo geralmente lisos
e se estendem a longas distdncias. Algumas vezes estdo em contato com vasos
sangiiineos.

Com a imunorreagdo da GFAP, os astrocitos fibrosos da substincia
branca aparecem como células estreladas, com o pericdrio marcado
incompletamente, € 0s processos aparecem “em grupos” com calibre e forma
irregulares.

Os astrocitos da substincia branca podem ser diferenciados dos radiais
na forma esférica regular ou oval do seu nicleo, o qual esta no centro de um
espago que irradia suas ramifica¢des em todas as dire¢des (KIMELBERG et
al., 1989; PETERS e al.,1991; PRIVAT et al., 1995).

ASTROCITOS PROTOPLASMATICOS: com a impregnagdo de
Golgi-del Rio Hortega, os astrécitos da substdncia cinzenta aparecem como
célula estufada com numerosos processos pequenos, irradiando-se em todas as
diregdes. Estes processos sdo altamente ramificados e de calibre variado,

contrastando com os dos fibrosos da substdncia branca. Em algumas células, o
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pericario estd atravessando o limite entre a substdncia branca e a substincia
cinzenta, podendo exibir uma morfologia composta, com alguns processos
estendendo-se pela substincia cinzenta, com morfologia protoplasmatica,
enquanto outros que se estendem através da substincia branca, sdo do tipo
fibrosos (KIMELBERG et al., 1989; PETERS et al.,1991; PRIVAT et al.,
1995). Isto sugere que a morfologia atual dos astrécitos € reflexo da
organizacdo do tecido no qual eles estdo localizados e nfo uma outra
caracteristica intrinseca (RAMON Y CAJAL, 1909).

Apbés a detecgdo da GFAP, os astrécitos da substincia cinzenta
aparecem como células pequenas com muitos processos curtos irradiando do
pericario, o qual ¢ freqiientemente delineado por estruturas imunorreativas a
GFAP incompletamente. Os nuicleos ndo sfo marcados. Os processos tem um
contorno liso, e sdo raramente ramificados (PRIVAT et al., 1995).

A morfologia dos astrocitos parece basicamente a mesma em varias
areas do SNC, como substincia cinzenta, cortex cerebral, hipocampo, estriato,
cerebelo. Pode haver variagdes, por exemplo, na abundancia de GFAP, a qual
¢ usualmente maior no hipocampo do que em outra parte, ou na forma e
tamanho do nucleo, ou na extensdo da ramificago dos processos (PRIVAT et
al., 1995).

O que € evidente é que os astrocitos adaptam sua forma e tamanho a
arquitetura do tecido, para constituir uma rede tridimensional onde o tamanho
da malha ¢ adaptado a vérias fun¢des (PRIVAT et al., 1995).

2.2 Aspectos Ultrestruturais dos Astrécitos

Nos astrocitos a organela mais especifica sdo os gliofilamentos
intermediarios, 8 a 10 nm de didmetro, organizados em feixes, cuja quantidade
total varia de um astrdcito para outro. Por via de regra, os gliofilamentos sdo

muito mais abundantes em astrocitos fibrosos da substincia branca, e muito
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mais abundante nos processos do que no citoplasma perinuclear (PRIVAT et
al., 1995).

Os astrécitos fibrosos, observados sob microscopia eletrénica,
apresentam nucleo com densidade homogénea, porém com forma irregular.
Suas organelas citoplasmaticas s@o relativamente esparsas, com escassas
mitocondrias, geralmente alongadas, poucas e relativamente pequenas
cisternas de reticulo endoplasmatico rugoso e complexo de Golgi. Possui
poucos ribosomas livres no pericario, e pequenos granulos de glicogénio que,
em condigdes normais, podem estar distribuidos uniformemente no
citoplasma. Mais proeminentes sfo as fibrilas, que ocupam uma grande
proporgdo do citoplasma e se estendem para os processos, 0s quais,
individualmente, sdo alongados, cilindricos e em corte transversal podem ter
uma forma circular ou oval. Somente alguns microtibulos aparecem
intercalados com as fibrilas no citoplasma dos astrécitos maturos. Ocorrem
centriolos no pericario (PETERS et a/.,1991).

Os astrécitos protoplasmaticos, localizados na substincia cinzenta, se
caracterizam por apresentar processos curtos ¢ ramificados, que emergem do
pericario, geralmente em forma irregular. Seu nicleo apresenta condensagGes
de cromatina contra o envelope nuclear. Apresentam menos fibrilas do que os
fibrosos, sendo que estas ndo preenchem o citoplasma, mas tendem a ocorrer
em feixes. O nimero de fibrilas nos astrcitos protoplasmaticos varia muito
em diferentes partes do cérebro de um mesmo animal, podendo existir regiGes
ausentes de fibrilas. O reticulo endoplasmatico rugoso ndo ¢ muito extenso,
formado por poucas € pequenas cisternas, € como ndo ha muitos ribosomas
livres, o citoplasma possui uma aparéncia homogénea. Contém um grande
numero de mitocondrias grandes e alongadas, granulos de glicogénio, alguns

lisosomas, microtibulos e ocasionalmente centriolos (PETERS et a/.,1991).
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2.3 Fungdes

Durante muito tempo, acreditava-se que essas células fossem apenas
um suporte fisico passivo dos neurénios, mas apds varios estudos para tentar
compreender melhor suas fungdes, descobriu-se que eles possuem um papel
na fisiologia, no desenvolvimento do cérebro ¢ em patologias do SNC
(KIMELBERG et al., 1989; NORENBERG, 1994). Como os astrocitos
possuem uma associagdo fisica com os neurdnios, acredita-se que essas
células sejam funcionalmente interdependentes (MULLER et al., 1995).

Os astrocitos estdo envolvidos nos mecanismos de transporte, na
transferéncia de substincias do sangue para os neurdnios e seu envolvimento
com vasos sanguineos sugere um papel na indugio e manutenc¢do da barreira
sangue-cérebro (KIMELBERG et al.,1989; PETERS et al.,1991; MASOQD et
al., 1993; RAINE, 1994; NORENBERG, 1994).

Os astrocitos representam a rota primaria para a transferéncia de
substratos metabdlicos da circulagdo para o neuropilo (BEVAN, 1990;
TRAVIS, 1994, NORENBERG, 1994; MULLER et al., 1995;
TSACOPOULOS et al., 1996). Uma vez que a glicose ¢ a fonte quase
exclusiva de energia do cérebro, ela € processada glicoliticamente nos
astrécitos, os quais liberam lactato como substrato metabdlico para ser usado
pelos neurdnios. Isto indica uma compartimentalizagdo entre astrocitos e
neurdnios, que é confirmada pela distribuigdo seletiva de certas atividades
enzimaticas nessas células (TSACOPOULOS et al., 1996). Os astrocitos
estocam glicogénio no cérebro, e também a principal enzima glicogenolitica, a
glicogénio fosforilase, ¢ predominante nos mesmos. O glicogénio dos
astrécitos podem ser o estoque de energia para os proprios astrocitos ou para
os neurdnios, oligodendrécitos ou células microgliais (KIMELBERG et al.,
1989; HAWRYLAK et al., 1995).

Os astrdcitos sdo responsaveis pela regulagdo dos niveis de pH local e

pela regulagdo ibnica, manutengdo do balango de K' , servindo como um
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sistema tamponante de potassio para o meio. O sistema trocador HCO37/Cl" €
importante na regulagio da homeostase acido-base, € é dependente em parte
da enzima especifica de glia, a anidrase carbonica, que € localizada
exclusivamente no compartimento glial no SNC, e serve para hidratar o CO,
liberado dos neurdnios para acido carbdnico, o qual entfio dissocia-se em
HCO;" e H+ (MASOOD et al., 1993; NIXDORF-BERGWEILER et al,,
1994; MULLER et al., 1995; HAWRYLAK et al., 1995; PORTER et al.,
1995; VERNADAKIS, 1996).

Existem miltiplos tipos de receptores de glutamato nos astrdcitos
(BEVAN, 1990; GLOWINSKI et al., 1994; VERNADAKIS, 1996). Os
astrécitos também captam e metabolizam aminas biogénicas do espago
extracelular (WENZEL, 1991).

Os astrdcitos possuem um papel critico no metabolismo do glutamato e
do 4cido gama aminobutirico (GABA), que sdo, respectivamente, importantes
neurotransmissores excitatorio e inibitério. Para que a fun¢io possa ocorrer de
maneira eficaz, estes transmissores, apds serem liberados na fenda sinaptica,
podem ser removidos para dentro dos astrocitos, onde sdo metabolizados para
formar glutamina, uma vez que a enzima glutamina sintetase ¢ encontrada
exclusivamente nos astrocitos. A glutamina, por sua vez, chega aos neur6nios
e serve como matéria-prima para fazer mais transmissores (KIMELBERG et
al.,1989; TRAVIS, 1994; NORENBERG, 1994; NIXDORF-BERGWEILER
etal., 1994; PORTER et al., 1995 ¢ 1996, VERNADAKIS, 1996).

Os astrocitos podem funcionar como células acessorias para mediar
reagdes imune no cérebro (KIMELBERG et al., 1989; PETERS et al.,1991;
MASOOD et al., 1993; NORENBERG, 1994).

Estudos mostraram que os astrocitos possuem receptores ligados a
sistemas que geram 2% mensageiros, previamente descritos apenas em
neurdnios, indicando que eles respondem a mudangas nas condigdes do
cérebro, ndo sendo apenas suportes passivos para as células neuronais

(KIMELBERG ef al., 1989; NORENBERG, 1994; GLOWINSKI et al., 1994;
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KIMELBERG, 1995; HAWRYLAK et al., 1995; PORTER et al., 1996). Os
astrécitos tém receptores para a maioria dos neurotransmissores, porém os que
prevalecem sfo os do tipo beta-adrenérgicos que ligam o neurotransmissor
norepinefrina, aumentando o segundo mensageiro, adenosina monofosfato
ciclico (AMP¢) (KIMELBERG, 1995).

Astrocitos em cultura expressam uma série de canais i0nicos
dependentes de voltagem, como canal de sédio, de calcio, de potassio e de
cloreto, bem como receptores para neurotransmissores peptidicos e ndo-
peptidicos, sugerindo um importante papel na fungdo do SNC (BEVAN, 1990;
HATTEN et al.,, 1991, GLOWINSKI et al, 1994; NORENBERG, 1994,
HAWRYLAK et al., 1995).

Uma das fungbes mais estudada dos astrocitos € seu papel no reparo do
SNC, seguindo injiria. Apos um trauma, os astrdcitos proliferam, crescem,
acumulam glicogénio, aumentam sua atividade metabdlica e sofrem fibrose
pelo acimulo de filamentos (KIMELBERG et al., 1989; PETITO et al., 1990;
HOZUMI et al., 1990; LIU et al., 1994; JEGLINSKI ef al., 1995; DALBY et
al., 1995; ENG et al., 1994). O aumento de filamentos ocorre também em

fungdo da idade dos astrécitos (RAINE,1994).
| A maioria dos astrocitos reativos possuem uma morfologia estrelar
complexa e outros perfis fenotipicos tipicos de astrocitos fibrosos maduros
(LENZ et al., 1997).

As células astrogliais expressam fatores neurotréficos e promotores de
crescimento de neurito, incluindo fatores de crescimento de peptideo,
neurotransmissores, molécula de adesdo celular e proteinas de matriz
extracelular. A expressdo dessas moléculas € regulada durante o
desenvolvimento e/ou apds lesdes ao SNC. Alguns desses fatores de
crescimento, incluindo NGF, bFGF, CNTF e IGF I exercem influéncias
protetoras ou regenerativas nos neurdmios seguindo lesdes traumaticas,
quimicas ou isquémicas no cérebro (TRAVIS, 1994; MULLER et al., 1995).

Recentemente, muitos neuropeptideos, transmissores, citoquinas e
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fatores de crescimento tém sido detectados em astrocitos reativos no cérebro,
sendo que a expressdo destes fatores restringem-se as regides afetadas. Estes
fatores derivados da glia podem contribuir para mudangas patologicas, ou
alternativamente podem ser importantes na recuperagdo da injuria do cérebro
(KIMELBERG et al., 1989). Os fatores de crescimento derivados da glia tem
grande interesse como tratamento potencial de um namero de condigGes
neurodegenerativas, incluindo as doengas de Alzheimer e Parkinson

(McMILLIAN et al., 1994).

2.4 Filamentos Intermedidrios

A proteina glial fibrilar acida (GFAP), uma proteina que faz parte dos
filamentos intermediarios, marcadora de astrocitos maduros, tem auxiliado os
estudos e a melhor compreensdo dos astrocitos, bem como sua intima relagido
com os neurénios (KIMELBERG et al., 1989; INAGAKI et al.,1994). Ela é
classificada como uma proteina do tipo III, tem um peso aproximado de 50
kDa e em condigdes fisioldgicas, forma filamentos com 10 nm de espessura
(INAGAKI et al.,1994). A fosforilagdo € a defosforilagdo de residuos de
aminoacidos especificos da regiio amino-terminal dos filamentos
intermediarios, estdo envolvidos na regulagdo da polimerizagio da GFAP
(INAGAKI et al.,1994).

Nos estagios iniciais do desenvolvimento do SNC, os filamentos
intermediarios da glia radial e astrocitos imaturos sdo compostos de
vimentina, uma proteina com peso molecular de 57 kDa. Seu filamento tem
um tamanho de 7-11 nm, e ¢é encontrado especialmente em células
mesenquimais, fibroblastos, células da musculatura lisa, na parede de grandes
vasos, bem como em cultura de células (SCHNITZER et al., 1981 ; PIXLEY
et al., 1984; NIXDORF-BERGWEILER et al., 1994). Proximo ao nascimento

comeca a ocorrer uma troca da vimentina por GFAP no SNC de ratos. Os
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filamentos intermediarios contendo vimentina parecem ser reunidos primeiro
em células precursoras de astrécitos, seguida pela co-expressio de GFAP e
vimentina por volta das duas primeiras semanas pos-natais, e finalmente a
presenca de duas populagdes de astrocitos diferenciados, um expressando
somente GFAP, o outro também expressando vimentina, no adulto (PIXLEY
et al., 1984; VOIGT, 1989; YANES et al., 1990; CALVO et al.,, 1991;
SELVIN-TESTA et al., 1994; NORENBERG, 1994; ENG et al., 1994;
GALOU et al., 1996; STRINGER, 1996; COLE et al., 1997).

Ramon y Cajal usando a técnica de Golgi, descreveu mudangas no
desenvolvimento na. glia radial do coértex de ratos. Ele observou o
desaparecimento de células com processoé radiais ocorrendo entre o 8% ¢ 202
dia pds-natais, e sua posterior auséncia (PIXLEY er al., 1984).

A vimentina desaparece com a perda da glia radial e a presenga da
GFAP correlaciona-se com o aparecimento de astrocitos maduros. Entdo, isso
nfo ¢ apenas uma mudanga regulatéria na produgdo de uma proteina para
outra dentro da mesma célula, ¢ sim, um complexo processo do
desenvolvimento, envolvendo mudangas morfologicas e diferenciagio
(PIXLEY e al., 1984),

A fosforilagdo e desfosforilagio da GFAP s3o importantes fatores na
regulagdo do equilibrio dindmico entre GFAP polimerizada e despolimerizada
(INAGAKI et al, 1994). A fosforilagdio de subunidades inibe sua
polimerizagdo. Entdo as mudangas no estado de fosforilagdo das proteinas de
filamentos intermediarios podem ter profundos efeitos na estrutura do
citoesqueleto. Se a fosforilagdo da GFAP possue um papel regulatorio na
hipertrofia de astrocitos reativos ndo é bem conhecido. Em cultura primaéria
de astrocitos, agentes que afetam a fosforilagdo de proteinas pode induzir
mudangas na morfologia similar ao que ocorre na gliose reativa (INAGAKI et
al., 1994).

Estudo no cértex visual de macaco mostrou que a GFAP-imunorreativa

(IR) total é alta ao nascimento, diminui por volta dos 3 meses (80%) e
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aumenta novamente até os valores de adulto. A vimentina-IR € alta ao
nascimento, e declina pelos 3 meses de idade até a idade adulta. O decréscimo
da imunorreatividade da GFAP ¢ devido a mudangas na densidade de
astrocitos GFAP-positivos dentro do tecido cortical, enquanto o nimero total
de astrocitos permaneceu relativamente constante, como mostrado pela
marcagdo com S-100. O periodo de redugdo de GFAP-IR coincide com o
tempo de remodelamento das sinapses no cortex visual dos animais, sugerindo
que a expressdo da GFAP possa ser dependente de condigbes funcionais mais
do que dependente de tempo (MISSLER et al., 1994). Na maioria das espécies
estudadas até agora, o numero de astrocitos GFAP-positivos aumenta
continuamente durante o desnvolvimento bem como a quantidade média de
GFAP nos astrocitos do cerebelo de camundongos, do giro denteado de ratos,
cortex parietal de ratos, cortex visual de ratos, de gatos, ¢ em cultura de
células (MISSLER et al., 1994).

Gongalves et al. (1992) mostraram, em hipocampo, que a fosfoproteina
ppH47, altamente fosforilada (RODNIGHT et al.,1988) tratava-se da forma
fosforilada da GFAP. Foi demonstrado também que o Ca®" externo regulava
de modo diferenciado a fosforilagdo da GFAP em hipocampo de ratos adultos
e imaturos (WOFCHUCK et al., 1995), sendo dependente de Ca®" externo nos
animais adultos e prejudicada pelo mesmo, nos animais imaturos. No
hipocampo de ratos imaturos a fosforilagio da GFAP ¢é regulada por um
receptor metabotrépico (mGluR), envolvendo proteina G (WOFCHUCK et
al., 1994).

A administragio cronica de cloreto de litio (LiCl) in vivo aumentou
significativamente a fosforilagdo (38,6%) da GFAP e, paralelamente,
aumentou sua imunorreatividade em 36,6% em hipocampo de ratos adultos
(ROCHA et al., 1994). O tratamento resultou em uma gliose reativa em todas
as regides do hipocampo, caracterizada por hipertrofia celular, com aumento
no numero de células GFAP-positivas do estrato oriens ao hilo (ROCHA er

al., em preparagdo). O tratamento cronico de ratas adultas antes e durante a
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prenhez com LiCl, aumentou significativamente a fosforilagdo da GFAP em
160%, enquanto que sua quantidade imunorreativa diminuiu 53%, em fatias
de hipocampo de filhotes destas fémeas tratadas (ROCHA, 1996). Como a
fosforilagio da GFAP esta relacionada a mudangas no estado de
polimerizagdo do citoesqueleto, esses resultados podem significar mudangas
na forma dos astrocitos, o que pode influenciar sua relagdo com a atividade
neuronal (INAGAKI et al.,1994) e/ou ser uma conseqiiéncia de possiveis
alteracdes neuronais. No entanto, as fun¢des precisas de mudangas na

fosforilagdo da GFAP ndo sdo conhecidas.

3. EXEMPLOS DE GLIOSE

A regeneragio do SNC ¢ estimulada pela reintrodugdo de um ambiente
glial imaturo no local da lesio (VERNADAKIS, 1996).

A astrogliose é uma das reag0es mais conhecidas em resposta a danos
no SNC ou a degeneragdo neuronal no cérebro maduro. Os astricitos reativos
tornam-se hipertrofiados, formando processos fibrilares compactos e
numerosos, ¢ gerando grande aumento na quantidade de GFAP, o principal
constituinte dos filamentos intermediarios dos astrocitos maduros. Uma
proliferagdo dos astrécitos pode ocorrer, especialmente se a barreira sangue-
cérebro for danificada. A gliose reativa pode ocorrer tanto no cérebro de ratos
neonatais, como no cérebro de adultos, em resposta a danos. Gliose reativa,
incluindo hipertrofia astrocitica e aumento na quantidade de GFAP, tem sido
demonstrada em neonatos seguindo 1njiria mecénica, bem como
administragio de agentes neurotoxicos (GOODLETT et al., 1993). As injurias
no cérebro transformam astrocitos em repouso em formas reativas, com um
aumento de GFAP (KIMELBERG et al., 1989).

A GFAP ¢ sintetizada e depositada como parte de tecido cicatrizante

durante uma resposta astrocitica a insultos no SNC e pode, em principio, ter
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um papel de marcador mais ou menos permanente de efeitos neurotoxicos. Em
uma variedade de condi¢des patologicas, incluindo exposi¢do (excito)toxica, a
hipertrofia dos astrocitos em d4reas seletivamente vulnerdveis tem sido
demonstrada, usando imunocitoquimica com anticorpo anti-GFAP (VAN

DEN BERG et al., 1993; LENZ et al., 1997).

A vimentina ¢ a GFAP podem ser expressadas simultaneamente em
células gliais especializadas, como: sub-populagdes de astrocitos fibrosos, em
tanicitos, em células de Bergmann, e em células de Miiller reativas. Sob
condi¢des patologicas, ocorre gliose reativa que se caracteriza por um
aumento na expressdo da GFAP, a qual polimeriza em numerosos filamentos
intermediarios, por hiperterofia nuclear, e algumas vezes por hiperplasia
celular. Durante a gliose, os astrdcitos recuperam a capacidade de expressar
vimentina, que desaparecu durante o desenvolvimento normal, e 0 aumento
simultdneo da expressdo da GFAP e vimentina ocorre em células que estdo
proximas da lesdo (PETITO er al., 1990; CALVO et al., 1991; MISSLER et
al., 1994; NORENBERG, 1994; FRANKE, 1995; ENG et al., 1994;
STRINGER, 1996; GALOU et al., 1996; COLE et al., 1997). Experimentos
realizados com camundongos que ndo expressavam vimentina, mostrou uma
formagdo anormal na rede de GFAP, e este efeito foi limitado a células que
normalmente co-expressam vimentina ¢ GFAP, sugerindo que a presenga de
vimentina é necessdria para a organizagdo e/ou estabilizacdo da GFAP do
sistema de filamentos intermediarios (GALOU et al., 1996).

Inje¢do de 4acido cainico em ratos adultos provocou a expressdo
transitoria de vimentina em astrdcitos reativos que também sdo GFAP-
positivos (LENZ et al., 1997). No cérebro de roedores adultos normais, a
expressio da vimentina € restrita a glia especializada, como células
ependimarias e glia de Bergmann do cerebelo e isto leva & sugestdo de que a
vimentina pode ser um marcador mais especifico de gliose do que GFAP
(PETITO et al., 1990; NORENBERG, 1994).

Desidratagdo de ratos resulta em um aumento da prolifera¢io de células
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gliais no hipotalamo. Ocorre também uma proliferagdo de células ghais nos
cérebros de camundongos submetidos a ambiente enriquecido. Entdo, uma
variedade de fatores, bem como o aumento das atividades sensorias e motoras,
aumento na nutrigio, ou estimulagdo hormonal e mudangas metabolicas,
independentemente ou combinadas, podem estimular a proliferagéo de células
gliais (JACOBSON, 1991).

Hipertrofia reativa se caracteriza por aumento de tamanho dos
astrocitos € o numero de astrocitos (fibrosos e protoplasmaéticos) podem
também aumentar, porém a hiperplasia ¢ mais freqilente como resultado de
perda aguda ou sub-aguda de neurdnios (JACOBSON, 1991).

O ATP extracelular reproduz diversos perfis associados com gliose
reativa, sugerindo que o mesmo possa estar envolvido na ativagdo dos
astrocitos apds injuria a0 SNC. A exposicdo dos astrocitos ao ATP
extracelular leva a estrelacdo e aumento no conteudo de GFAP, caracteristico
de astrocitos reativos (NEARY et al., 1994).

Sabe-se que o ATP extracelular pode afetar diversos processos
bioldgicos incluindo neurotransmissdo, fung¢do cardiaca, agregagdo de
plaquetas, resposta imune, secre¢io de fatores e hormonios, entre outros. Em
adigdo ao funcionamento em condi¢des normais cOmo um neurotransmissor, o
ATP extracelular pode estar envolvido na resposta glidtica a mjirias no SNC
quando niveis extracelulares alcangam niveis patologicos (NEARY et al.,
1994).

A astrogliose reativa pode ser encontrada nas encefalopatias produzidas
na AIDS, em uma variedade de outras infecgdes virais, nas encefalomielites
espongiformes associadas ao prion, doengas inflamatérias desmielinizantes,
injuria cerebral traumatica aguda, doengas neurodegenerativas como a doenga
de Alzheimer (ENG et al., 1994).

Os astrocitos podem estar envolvidos na epilepsia, como mostrado por
Dalby et al. (1995) em um modelo de epilepsia em ratos e na doenga de

Alzheimer, que se caracteriza pela formag8o de uma placa senil, que entre
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outros componentes, estdo associados a microglia reativa e a astrécitos; além
de outras doengas degenerativas (KIMELBERG et al.,1989; COTMAN et
al.,1994; FRANKE, 1995).

A injegdo de acido cainico em ratos provocou um aumento permanente
nos niveis de GFAP no hipocampo destes animais, bem como um aumento,
porém transitdrio, de calcio. Como o acumulo de célcio precede as alteragdes
na GFAP, sugere-se que esse influxo inicial de calcio esteja associado com a
degeneragdo dos neurdnios, que podem mandar sinais para a reatividade dos
astrocitos (VAN DEN BERG et al., 1993; LENZ et al., 1997).

4. INTERRELACAO NEURONIO - GLIA

Especializagées de membrana sdo as gap junctions, que envolvem mais
freqiientemente 2 astrocitos, e mais raramente um astrécito ¢ um
oligodendrdcito, ou o folheto externo da fibra mielinizada (MUGNAINI,
1982). Sdo encontrados no pericirio, bem como nos processos, com
concentragdes particulares nos “pés terminais” subpiais e perivasculares
(MUGNAINI, 1982).

A iteragdo que produz regulacdo bilateral glia-neur6nio pode
acontecer através de mudangas nas concentragdes idnicas extracelulares (K,
Na®, Ca®") ou através de mudangas no metabolismo de neurotransmissores
(BEVAN, 1990; TRAVIS, 1994; GLOWINSKI et al., 1994; LIU et al., 1994;
MULLER et al., 1995; HAWRYLAK et al., 1995; VERNADAKIS, 1996;
PORTER et al., 1996). Os astrocitos possuem canais 16nicos como 0s canais
de potassio, de sodio e de calcio, e possuem também canais de CI
(HAWRYLAK et al., 1995; VERNADAKIS, 1996).

A gha radial apresenta um papel importante no direcionamento dos
neuroblastos para alcangar seu destino correto no cérebro maduro

(KIMELBERG et al., 1989; JANAS et al., 1991; PETERS et al. 1991,
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RAINE, 1994; MULLER et al., 1995; WU et al., 1995; HAWRYLAK et al.,
1995). No neocértex e no hipocampo, ha evidéncias que as fibras alongadas
da glia radial guiam os neurdnios da superficie ventricular para seu destino
final na placa cortical, ¢ tem sido sugerido que mecanismo semelhante
direcione a migragdo no giro denteado (RICKMANN et al., 1987; YANES et
al., 1990; HAWRYLAK et al., 1995). Terminada a migragéo, a glia radial na
maioria das regiGes comega a proliferar e originar astrocitos. Os astrdcitos
podem ser importantes para o crescimento de ax6nios seccionados,
restaurando conexdes do sistema nervoso. No SNC os neuritos crescem
preferencialmente em substratos glial. A astroglia pode ter um importante
papel na sobrevivéncia e funclo de enxertos de tecidos implantados no SNC
(PIXLEY et al., 1984; KIMELBERG et al., 1989; NORENBERG, 1994;
HAWRYLAK et al., 1995; WU et al., 1995).

A intima relagéo dos astrdcitos com os neurdnios, foi demonstrada por
Parpura et al. (1994), onde um estimulo mobilizou calcio nos astrocitos
causando um aumento na liberagdo de glutamato dependente de calcio, o qual
pode agir nos neur6nios adjacentes. Também, o glutamato liberado nos
terminais sindpticos podem disparar ondas de calcio nos astrocitos.

A plasticidade estrutural dos astrécitos ¢ acoplada a plasticidade
sinaptica no SNC, ocorrendo uma mudanga na morfologia astrocitica que esta
associada com um aumento no nimero ou na eficicia das sinapses.
Neurotransmissores podem alterar a morfologia astrocitica de epitelial para
estrelar (HAWRYLAK et al., 1995).

O tratamento crénmico com litio provocou uma mudanca na morfologia
dos astrocitos, bem como uma hipertrofia dos mesmos, no hipocampo de ratos

adultos (ROCHA, 1996).
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5. HIrOCAMPO

O hipocampo ¢ uma regido do cérebro que faz parte do sistema
limbico. Suas fun¢des sdo variadas, sendo seu papel na regulagdo do
comportamento emocional inicialmente apontado por Papez, em 1937. Outra
fungdo importante € sua participagdo no fendmeno de memorias diversas € a
processos relacionados com a estocagem de memorias (WYSS ef al.,1995).

A formagdo hipocampal é uma importante estrutura no aprendizado
episodico e espacial, bem como um componente de controle de uma variedade
de funcdes vegetativas. E também uma estrutura cerebral plastica e vulneravel
que ¢ danificada por golpe ou pancada e trauma encefélico e susceptivel a
danos durante o envelhecimento e o estresse (McEWEN ez al., 1996).

A regifio hipocampal ocupa a maior parte da parede ventro-caudal e
ventro-lateral do cortex cerebral. O hipocampo (corno de Ammon e giro
denteado) estende-se ventralmente ao corpo caloso ao nivel da regido caudal
dos nucleos septais (PAXINOS, 1995).

O como de Ammon (CA) apresenta uma forma de U e possui uma
estreita camada de células piramidais, que se estende do prosubiculum até o
hilo do giro denteado. Adjacente ao prosubiculum héd uma regido compacta de
células de tamanho médio, denominada de CA1l por Lorente de N6 (1934).
Essa regido apresenta-se com células piramidais que convergem para a regifo
dorsal. Seguindo a CAl, ha um campo de células grandes e pouco densas,
chamada de CA2 e CA3 por Lorente de N6 (1934). A transigdo da CA2 para
CA3 ocorre na curvatura lateral. As células piramidais da regiio CA2 ocupam
uma estreita faixa adjacente & CAl, que pode ser distinguida das células
piramidais da CA3 em preparagdes de Golgi. As células piramidais da regido
CA3 seguem para o hilo do giro denteado. Todas as células piramidais da
camada CA3 e algumas da camada CA2, em ratos, estdo inervadas por fibras

musgosas, isto €, por axdnios das células granulares. Essas 3 regiGes possuem
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quatro camadas, que sdo: oriens, piramidal, radiatum e lacunoso-molecular
(SCHMIDT-KASTNER et al., 1991; PAXINOS, 1995). Dos 7 milhdes de
neurdnios das regides CA, aproximadamente 67% encontram-se na regido
CA1, 30% estdo na CA3, e 3% na CA2 (WYSS & VAN GROEN, 1995).

O giro denteado ¢ uma estrutura trilaminar e forma uma capa sobre a
extremidade livre do corno de Ammon (PAXINOS, 1995; WYSS & VAN
GROEN, 1995). E formado pelas camadas molecular (contém a maioria dos
dendritos das células granulares), granular, e pelo hilo (camada de células
polimorficas), que contém células polimorfas, fusiformes e células piramidais
modificadas (RICKMANN et al., 1987; PAXINOS, 1995; WYSS & VAN
GROEN, 1995). No cérebro de roedores, essa regido difere das outras regibes
corticais porque a grande maioria das células granulares (aproximadamente
85% no rato) sdo geradas pos-natalmente com um pico de proliferacio
ocorrendo pelo final da primeira semana pds-natal (RICKMANN et al., 1987,
ALTMAN et al., 1990). Com isso, evidencia-se um aumento de 35-43% no
numero de células granulares entre 1 més ¢ 1 ano de idade (ALTMAN et al.,
1990). Lorente de N6 (1934) considera o hilo como regiio CA4 do corno de
Ammon. Hoje ela é considerada como uma &rea de transi¢do entre o giro
denteado e o corno de Ammon (PAXINOS, 1995).

Com a aplicagfio de técnicas de imunohistoquimica com anticorpo anti-
GFAP, um marcador eSpeciﬁco para astrocitos maduros e células gliais
radiais, tem sido revelado um sistema de células gliais radiais no
desenvolvimento da formagdo hipocampal no camundongo e no macaco.
Diferentemente no rato, a GFAP nfo parece ser expressa nas células gliais
muito jovens; somente as células gliais maduras que possuem GFAP
suficiente para ser detectada imunohistoquimicamente, enquanto que as
células gliais imaturas expressam a proteina de filamento intermediario
vimentina (RICKMANN et al., 1987). |

Um aspecto notdvel do hipocampo € o alinhamento caracteristico dos

corpos celulares, dendritos, aferéncias e eferéncias em camadas distintas. As
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areas de neuropilo sdo formadas pelos dendritos basal e apical das células
piramidais e vias aferentes e eferentes. Com isso, observa-se que os neurdnios
hipocampais possuem grande campo dendritico (SCHMIDT-KASTNER et
al., 1991).

Os terminais sinapticos do hipocampo cobrem cerca de 30% do volume
do hipocampo, mas somente 5% do neocortex (SCHMIDT-KASTNER et al.,
1991).

5.1 Morfogénese

O neuroepitélio hipocampal possui trés subdivisGes morfologicamente
distintas: o neuroepitélio do corno de Ammon, que gera os neurdnios grandes
(macroneurdnios); o neuroepitélio do giro denteado, que gera as pequenas
células granulares (microneurdnios); € o neuroepitélio da fimbria, fonte de
neurdnios e glia (ALTMAN et al., 1990).

O neuroepitélio denteado priméario ¢é distinto do neuroepitélio
ammonico ndo somente em sua localizagdo ¢ forma, mas também em sua
dindmica celular. Pelos dias 16 e 17 da vida embrionaria, o neuroepitélio
denteado contém menos células mitoticas do que o neuroepitélio ammonico.
Por volta do 182 dia embrionéﬁo, surge um agregado subventricular de células
proliferativas, a matriz denteada secundaria. Nos dias 19 e¢ 20 da vida
embrionaria, as células em forma de fuso estendem-se do centro da matriz
secundaria para o giro denteado primordial, sendo que as células continuam
mantendo a capacidade proliferativa. A primeira fase da morfogénese da
camada granular se completa antes do nascimento. A segunda migragfo
denteada, penetra a camada polimoérfica basal e alcanca a ponta da ldmina
denteada externa pelos primeiros dias apds o nascimento (ALTMAN ez al.,
1990). Existem trés fases de desenvolvimento do giro denteado que sdo: a
primeira fase, quando ocorre a formagdo do esqueleto dos dois ramos da
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camada granular, conhecida como a primeira migragdo denteada; a segunda
fase é o aumento volumétrico da camada granular durante os periodos da
infancia e juventude, ocorrendo a segunda migragdo denteada; ¢ a terceira fase
¢ o acamulo das células proliferativas na zona subgranular (ALTMAN ef al.,
1990; SIEVERS et al., 1992). A produgdo de células granulares pode ocorrer
até por volta do primeiro més de vida na zona subgranular. Considera-se que
esta zona seja a fonte de células granulares adquiridas durante o periodo
juvenil e adulto, e estd presente no hipocampo de animais jovens, como
coelhos, gatos e ratos. As células granulares do hipocampo estdo arranjadas
dentro da camada granular em uma seqii€ncia externa-interna, o inverso do
arranjo de outras estruturas corticais, incluindo a camada piramidal do como
de Ammon (ALTMAN et al., 1990).

A formagdo do estrato granuloso ¢ precedida pelo estabelecimento de
sucessivas matrizes denteadas, as quais sdo formadas por células que deixam o
neuroepitélio ventricular e ocupam posi¢des sobre a fimbria (suprafimbrial),
abaixo da superficie pial (subpial), e dentro do hilo denteado (matriz denteada
hilar) (SIEVERS et al., 1992). A matriz denteada subpial, desde o inicio de
sua existéncia pelo 13?2 dia embrionario até o seu desaparecimento por volta
do 7° dia pés-natal, é caracterizado pela alta quantidade de células GFAP-
positivas e mitoses. Isto indica a gliogénese precoce na regido denteada, antes
do aparecimento do estrato granuloso. Muitas das células GFAP-positivas
bipolares t€ém uma orientagdo paralela para a superficie pial e t€ém contatos
focais 4 membrana basal pial. O estabelecimento da matriz denteada subpial
divide a glia radial primordial em duas bandas: 1) a banda suprafimbrial que
retém sua posi¢do radial original entre o ventriculo e a superficie pial; 2) a
banda glial dorsal que atravessa a ponta ventral da camada de células
piramidais da futura regido CA3 (SIEVERS er al., 1992). O aparecimento
seqiiencial de “pools” de células proliferativas, e o sucessivo agrupamento de
neurdnios e glia ao longo do gradiente temporoespacial, pode implicar em

mecanismos de migragdo e agregagdo caracteristicos das células granulares
27



denteadas e sua glia associada, que possivelmente diferem das encontradas no
resto do cortex cerebral. A origem e desenvolvimento da glia radial local do
giro denteado, bem como seu possivel papel no desenvolvimento do giro, €
sua relagdo & glia radial primordial da parede cerebral ndo sdo completamente
compreendidos (SIEVERS et al., 1992). Ha dois conjuntos distintos de
processos gliais radiais envolvidos na formagdo do giro denteado. A gha
radial primordial estd relacionada diretamente a migragdo das células
denteadas, e é suplementada com o segundo conjunto de células gliais que se
originam da zona proliferativa hilar secundaria. Estas cé€lulas parecem
intercalar com as porgdes basais das fibras gliais radiais primordial e, desta
forma, amplificar e estender a glia primordial para o desenvolvimento do giro
denteado definitivo (SIEVERS et al., 1992).

O giro denteado € o unico de todo o cortex cerebral que se origina de
células em proliferagdo que partem do neuroepitélio da zona ventricular e
montam sucessivas matrizes que providenciam a maioria das células do
estrato granuloso primordial (SIEVERS et al., 1992). As matrizes denteadas
contém células astrogliais desde o inicio de sua existéncia. Também, dois
tipos ultraestruturalmente distintos de células estdo presente, correspondendo
as células neuroepiteliais ¢ aos glioblastos astrociticos (SIEVERS er al.,
1992).

Parece que a glia radial primordial ndo faz parte da organizagdo do giro
denteado, exceto delimitando as bordas da regido da parede cerebral entre a
fimbria e a fissura hipocamapal (SIEVERS ez al., 1992). Na elongagdo
seqiiencial do estrato granuloso ao longo do eixo transverso, ocorre
predominantemente a adicdo de colunas de células granulares pos-mitoticas
associadas com células gliais radiais unipolares secundarias (SIEVERS et al.,
1992). Tem sido mostrado que os astrocitos estdo envolvidos na
compartimentalizagdo do SNC durante o desenvolvimento. As células
astrogliais delineiam o giro denteado emergente, formando uma transitoria

faixa entre as fibras da gha radial primordial dorsal ao giro denteado
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emergente € o desenvolvimento tardio do conjunto de fibras gliais radiais
secundarias dentro da 14mina suprapiramidal (SIEVERS et al., 1992).

Fibras radiais imunorreativas a4 vimentina foram observadas no giro
denteado pelo 13% dia embrionério e, pelo dia 14% a densidade de fibras
marcadas foi claramente maior no giro do que no hipocampo adjacente. Os
processos radiais GFAP-positivos foram primeiro observados por volta do 172
dia embrionario. A orientagdo dos processos vimentina € GFAP-positivos
mudou por volta da ultima semana de vida embrionédria e, pelo final da
primeira semana pos-natal, eles formavam uma malha complexa de processos.
A distribui¢do de seus corpos celulares também mudou com o tempo;
inicialmente seus pericarios foram localizados no neuroepitélio & margem
lateral do primérdio hipocampal; apds, eles foram encontrados principalmente
sob a camada de células granulares. As células em divisio que continham
GFAP foram observadas ao longo da trajetéria das células granulares
precursoras em migragdo, ¢ no hilo do giro denteado; no estagio final,
algumas figuras mitéticas GFAP-positivas foram vistas dentro e
imediatamente abaixo da camada de células granulares (RICKMANN et al.,
1987). O desenvolvimento do giro denteado contém um sistema organizado de
processos gliais radiais antes da migra¢do dos precursores neuronais do
neuroepitélio. Com 1isso, parece que os processos gliais providenciam um
substrato essencial para guiar a migragdo neuronal. Ndo ha davidas que o
papel da distribuigdo da glia radial no desenvolvimento do giro denteado
muda significativamente com o tempo, com novos processos sendo
adicionados no periodo de neurogénese (RICKMANN et al., 1987).

A banda hipocampal inferior é composta de células piramidais das
regides CAl e CA3 do como de Ammon. Apds deixar o neuroepitélio
ammonico, os neurdnios jovens pausam por 3-4 dias na zona hipocampal
mtermedidria, determinando a seqiéncia de dentro para fora do estrato
piramidal. A permanéncia das cé€lulas piramidais na zona intermediaria, € os

complexos eventos associados com a morfogénese do estrato piramidal das
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regides CAl e CA3, estdo relacionados com a formagdo tardia dos canais
alveolares, onde as fibras hipocampais acumulam, e a jungdo das duas bordas
da camada granular do giro denteado forma uma malha para as células
piramidais da regiio CA3 montarem a regido hilar (ALTMAN et al., 1990).
Aparentemente, as células piramidais da regiio CA3, embora geradas muito
inicialmente, tém uma pausa na zona intermedidria até que algumas células
granulares, fonte de suas aferéncias, estabelecam a camada granular
(ALTMAN et al., 1990).

Os neur6nios ammonicos hipocampais sdo interconectados por sinapses
excitatorias: as células granulares do giro denteado recebem excitagdo do
cortex entorrinal pela via perforante. As células granulares por sua vez
mandam seus ax0nios excitatorios, as fibras musgosas, para a camada CA3,
que enviam seus axonios, as colaterais de Schaffer, para os neurénios da CA1.
Entdo, os neurdnios vulneraveis da camada CA1 sdo o final de uma cadeia tri-
sinaptica de sinapses excitatorias (SCHMIDT-KASTNER et al., 1991).

O hipocampo recebe inervagdo noradrenérgica do locus coeruleus
(LC). Lesdes no LC aumentam o dano na CAl, enquanto que a ativagdo dos
neurdénios do LC reduzem o dano na camada CAl, sugerindo um papel
protetor da noradrenalina (STANFIELD et al., 1979; ALTMAN et al., 1990;
SCHMIDT-KASTNER et al., 1991).

O giro denteado recebe aferéncia noradrenérgica do locus coeruleus.
As fibras noradrenérgicas terminam principalmente na camada polimoérfica do
giro denteado. A projecdo serotoninérgica que se origina de diversas
subdivisoes do nicleo da rafe também terminam na camada polimoérfica, mas
a projegdo tende a ser limitada na porgdo sub-granular da camada. O giro
denteado recebe menores projecdes dopaminérgicas, com distribui¢do difusa
que se originam principalmente das células localizadas na area tegmental
ventral (PAXINOS, 1995).

A microglia amebéide esta presente no primérdio hipocampal no 14°

dia embrionario. Os precursores das células microgliais tendem a ser
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localizados dentro de camadas de células em diferenciagdo e de neuropilo,
mais do que em zonas germinativas (DALMAU et al., 1997). Alguns estudos
indicam que as células microgliais amebdides podem participar ativamente na
angiogénese e gliogénese (DALMAU er al, 1997). A diferenciagdo
morfologica dos precursores da célula microglial parece comecar muito antes
do que a diferenciacdo morfolégica e imuno-fenotipica dos precursores das
células astrogliais (DALMAU et al., 1997). Por volta do 172 dia embrionario,
as células precursoras microgliais foram localizadas na matriz de
diferenciacdo correspondente aos estratos radiatum e oriens, mas foram
ausentes do neuroepitélio proliferativo. Em contraste, os processos astrogliais
radiais estendem-se em ambas as zonas germinativas e migratoria, e nas
camadas das células em desenvolvimento e de neuropiio. Isto esta de acordo
com o fato de que as células astrogliais tém um papel significativo na
migracdo e direcionamento axonal de neur6nios formados. A presenga das
células precursoras microgliais somente nas camadas de células em
desenvolvimento e nas de neuropilo, sugere que essas células sozinhas ou em
combinagdo com as células astrogliais, possam ter um papel na regulagio da
sobrevivéncia e crescimento de neuritos mas, aparentemente, ndo na migragao
de neurdnios jovens estabelecidos nestas areas (DALMAU et al., 1997).

Foi demonstrado que a glia radial em geral possui um arranjo
perpendicular s principais camadas celulares e estendem-se por todas as
subregides. Substincias liberadas pela linhagem de células astrogliais ndo
somente podem estar implicadas na migracdo neuronal e na formacgfo de uma
via nervosa, mas também na migragfio e diferenciagdo das células microgliais.
Isso mostra a existéncia de uma fina regulagfo de sinais intercelulares entre as
populagdes de células em diferenciacdo microglial e astroglial (DALMAU et
al., 1997).

A morte celular € um evento natural que ocorre durante a histogénese
do SNC. As células microgliais € os macrofagos estdo ativamente envolvidos

na elilminagdo de neurdnios, células gliais e projecdes axonais (DALMAU et
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al., 1997).

5.2 Astrécitos Hipocampais

Zilles et al. (1991) mapearam a distribuigdo da GFAP-IR no
prosencéfalo e no mesencéfalo de ratos adultos utilizando analise de imagens
computadorizada. A formagdio hipocampal ¢ caracterizada por possuir
astrocitos marcados com alta concentragdo de GFAP-IR. A distribuigdo da
GFAP-IR ocorre de maneira laminar ¢ a quantidade varia de acordo com as
regides estudadas. A quantidade de GFAP-IR é menor nas camadas piramidal
do corno de Ammon e granular do giro denteado, e maiores concentragdes sdo
encontradas no estrato radiatum do CAl e CA2 e no estrato lacunoso-
molecular do CA3. Também sdo encontradas grandes quantidades de GFAP
na camada molecular e hilo do giro denteado; no estrato oriens do CA3, CA2,
CAl e no estrato lacunoso-molecular do CAl e CA2. Na camada molecular
do giro denteado a distribui¢do de GFAP-IR ndo ¢ homogénea, a parte mais
externa mostra alta quantidade de GFAP-IR e a zona mais interna e mais larga
apresentou pouca expressdo de GFAP-IR. A fimbria hipocampal tem também
uma distribui¢do ndo uniforme de GFAP-IR com concentragio menor na
periferia. No hipocampo dorsal e parte do subiculo identificou-se alta
concentragdo de GFAP-IR. O presubiculo e o cortex agranular retrosplenial
mostrou pouca imunorreatividade para GFAP.

Sabe-se que o numero de astrdcitos de ratos imaturos alcangam valores
de adulto a aproximadamente 2 a 3 semanas apds o nascimento, na maior
parte do cérebro. Por outro lado, a maturagdo da homeostase de potassio
ocorre mais tarde, por volta da quarta semana pds-natal (NIXDORF-
BERGWEILER et al., 1994). Em ratos com 8 dias de idade, os astrécitos da
regido CAl possuem pequenos corpos celulares com forma arredondada ou
oval e processos curtos e orientados radialmente. O grupo de animais mais
velhos, os corpos celulares apresentaram forma alongada ou triangular com
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processos longos. Os processos da glia radial marcado com anti-GFAP
mostraram-se intensos somente no estrato alveus, com processos estendendo
para o estrato oriens nos animais com 8 dias. Nos animais com 16 dias, fo1
observado uma menor quantidade de fibras glial radial no estrato oriens
(NIXDORF-BERGWEILER et al., 1994). Com 8 dias de idade, a densidade
numérica por unidade de area foi baixa em todas as regides do hipocampo,
comparada com os valores de adultos, alcangando quase 43% dos valores dos
mesmos aos 16 dias. Aos 8 dias, o espago extracelular parece maior do que
nos adultos. O maior aumento nas células GFAP-positivas foi observado
durante as primeiras duas semanas apds o nascimento, alcangando o namero
de células de adulto por volta da terceira semana pds-natal (NIXDORF-
BERGWEILER et al., 1994). Os processos GFAP-positivos do estrato
radiatum nfo apresentaram uma orientagdo definida nos animais jovens (8-16
dias), porém apresentaram uma orientagdo perpendicular ao estrato piramidal
em ratos com 24 dias de idade (NIXDORF-BERGWEILER et al., 1994). No
presente estudo, os processos das células GFAP-positivas foram densos no
estrato radiatum, mas quase ausentes na camada de células piramidais, onde
somente finas fibras gliais foram observadas entre os muitos somas neuronais.
E possivel que as mudangas morfologicas dos astrocitos da regido CA1l do
hipocampo de ratos sejam um reflexo das interagcdes entre neurbénios (em
particular processos neuronais) e células gliais NIXDORF-BERGWEILER et
al., 1994).
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OBJETIVOS

Apesar da grande eficicia do litio no tratamento de desordens
psiquicas, sabe-se que os estudos sobre seu mecanismo de agdo e possivel
toxicidade foram realizados somente em neurdnios. Pouco se sabe sobre os
efeitos do litio em astrocitos.

Para dar continuidade aos estudos j& realizados em nosso laboratorio,
onde foram analisados os efeitos do tratamento crdnico com cloreto de litio
sobre pardmetros neuroquimicos e morfologicos (ROCHA et al, submetido)
em astrocitos de hipocampo de ratos adultos, e sobre paridmetros
neuroquimicos dos astrécitos de hipocampo de ratos imaturos, filhos de mies
tratadas (ROCHA , 1996), foi objetivo geral deste trabalho:

- Analisar os efeitos do litio sobre o desenvolvimento do SNC de ratos
imaturos, com 15 dias, filhos de mées tratadas.

Para tal, dividimos este trabalho em objetivos especificos, que foram:

a) Obter animais com 15 dias pds-natal, apds tratamento das mies com cloreto
de litio antes e durante a prenhez, e na lactagfo, com litemia dentro da faixa
terap€utica para humanos (0,4 - 1,2 mEq/L);

b) Analisar os efeitos do tratamento crénico com LiCl sobre o imunocontetido
de vimentina no hipocampo destes animais, utilizando técnicas de
imunodeteccio;

¢) Estudar as possiveis alteragdes morfoldgicas em astrécitos hipocampais
desses animais imaturos, utilizando a técnica de imunocitoquimica com

anticorpos anti-GFAP e anti-vimentina .
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MATERIAL E METODOS

1. MATERIAL

O material utilizado para o tratamento, para a preparagéo de solugdes,
tamp&es, meios de incubagio e montagem de laminas, necessario para a

realizacdo deste trabalho, esta listado a seguir:

1.2 Tratamento

Ratas Wistar adultas (3 meses de idade) - Biotério UFRGS
Cloreto de Litio - MERCK
Cloreto de Sodio - ISOFAR

Ragéo padrio de Biotério

1.3 Histologia

Alcool 96° ¢ 100° - LABSYNTH

“Anti-Ghal Fibrillary Acidic Protein” (GFAP) (G-9269) - SIGMA
Anti IgG de coelho - SIGMA

Anti IgG de camundongo - AMERSHAM

Anti-vimentina Clone V-9 — SIGMA

Balsamo do Canada sintético - REAGEN

Cloreto de Calcio - REAGEN

Cloreto de Potassio - REAGEN

Cloreto de Sodio - MERCK

Fosfato Monobasico de S6dio Monohidratado - NUCLEAR
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Fosfato Dibasico de Sodio 7H,0O - NUCLEAR

Hidrato de Cloral- MERCK

Hidroxido de Sédio - REAGEN

Laminas - PERFECTA

Laminulas - COVER GLASS

“Peroxidase-anti-Peroxidase Soluble Complex” (PAP) - SIGMA

Paraformaldeido - REAGEN

Per6xido de Hidrogénio

Sacarose - REAGEN

Soro Normal de Cabra - Obtido no Laboratorio de Imunologia da
Faculdade de Veterinaria - UFRGS

Tetracloreto de 3,3*-diaminobenzidina - SIGMA

Triton X-100 - SIGMA

Xilol - GRUPO QUIMICA

1.3 Imunodeteccdo da GFAP e Vimentina

“Anti-Glial Fibrillary Acidic Protein” (GFAP) (G-9269) - SIGMA
Anti-vimentina (V-5255) - SIGMA

Anti IgG de camundongo - AMERSHAM

Anti IgG de coelho - AMERSHAM

ECL - AMERSHAM

Membrana de Nitrocelulose - SIGMA

Peroxidase - AMERSHAM
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1.4 Aparelhos

Agitador orbital - FANEM

Balanca

Fotomicroscopio - NIKON OPTIPHOT 11
“Chopper” Mcllwain

Microtomo de congelagio - LEITZ
pHmetro

Vortex

2. METODOS

2.1 Animais

Para a realizagfio desses estudos, foram utilizadas ratas Wistar fémeas
adultas  (Biotério do Instituto de Ciéncias Basicas da Saidde e do
Departamento de Bioquimica - UFRGS) com aproximadamente 3 meses de
idade, pesando em média 300 gramas. A elas foi administrado cloreto de litio
(LiCl), segundo o método de Christensen et al. (1985). O LiCl 1M foi
adicionado a dieta padrdo do Biotério previamente moida com auxilio de um
liquidificador, em uma proporgdo final de 60 mmol/kg de ragdo seca. Os
"pellets" foram preparados com a adi¢do de agua e LiCl na ragdo em po, e
apos foram secos em estufa a 60°C por 1 hora. Os animais receberam solugéo
salina de cloreto de sodio (NaCl) 0,9% para previnir intoxicagdo por Li', e
4gua corrente ad libitum. Apés uma semana de tratamento, as fémeas foram
colocadas em presenga de um macho para reprodugdo. A medida que
ganhavam os filhotes, apos 21 dias de gestagdo, as ratas eram separadas em

gaiolas individuais. Para evitar que estes tivessem peso abaixo dos filhotes
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controles, o que foi observado previamente, estabeleceu-se o nlimero de cinco
filhotes para as fémeas tratadas. Dos filhotes sacrificados (entre 14-16 dias)
por decapitagdio, coletavam-se o sangue em tubos “Eppendorf” heparinizados
e estes eram centrifugados em centrifuga clinica para obtengéo do plasma, a
concentragdo de Li+ (litemia) no mesmo foi analisada por espectrofotometria
de absorgdo atomica no Laboratério de Bioquimica do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre pela Dra. Carmen Pilla. A litemia das mées também foi medida
para verificar se esta se encontrava na faixa terapéutica para humanos (0,4 -
1,2 mEqg/L).

Para os controles, foram utilizados filhotes de ratas Wistar adultas, as
quais foi fornecida a dieta padrdo de Biotério e agua ad libitum.

Os ciclos luz/sombra sucederam-se em periodos de tempo regulares de

12 horas.

2.2 Histologia

Para a andlise histolégica do hipocampo desses animais foi utilizado o
procedimento imunocitoquimico (STERNBERGER, 1979), com a utilizagdo

de anticorpos, para detectar GFAP e vimentina.

2.2.1 Procedimento Imunocitoquimico

Utilizou-se a técnica de Sternberger (1979), empregando-se o anticorpo
policlonal anti-GFAP e o monoclonal anti-vimentina.

Os animais foram anestesiados com hidrato de cloral 35% (0,1 ml/100g
de peso corporal ), heparinizados (Liquemine - Roche 1000 UTI). Foi realizada
uma secgdo médio ventral, abrindo-se o torax, e canalizou-se a aorta através
do coragdo e seccionou-se a auricula direita e foram perfundidos com solugio

salina 0,9% seguida de paraformaldeido 4% em tampao fosfato 0,1M (PB; pH
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7,4). Apos a perfusdo, os cérebros foram removidos do crinio e pos-fixados
durante 4 horas no mesmo fixador a temperatura ambiente, e entdo
crioprotegidos com sacarose 15% e 30% em PB sucessivamente até afundar a
4°C, sob agitacdo continua .

Secgdes coronais do cérebro (40 pm) foram obtidas utilizando um
micrétomo de congelagdo e estas foram colocadas em tampdo fosfato salino
(PBS). Importante salientar que todas as incubagbes foram realizadas sob
agitagdo em um agitador orbital. Os cortes "free floating" foram pré-tratados
com uma solugdo de metanol 10% diluido em per6xido de hidrogénio 3%
(H,0,) durante 30 minutos & temperatura ambiente, para inibir peroxidase
endogena. Apds diversas lavagens em PBS, os cortes foram pré-incubados
com soro normal de cabra 3% diluido em PBS e Triton X-100 0,4% (PBS-TX)
por 30 min. A seguir o material foi incubado com o primeiro anticorpo anti-
GFAP policlonal (1:100 em PBS- TX) e anti-vimentina monoclonal (1:200 em
PBS-TX) por 48 horas a 4°C em agitagdo continua. Apds diversas lavagens
em PBS, os cortes foram imersos no segundo anticorpo anti IgG de coelho
(1:50 em PBS-TX) e anti IgG de camundongo (1:500 em PBS-TX) por 2
horas & temperatura ambiente. Depois de duas lavagens de 15 minutos cada
com PBS-TX, as sec¢des foram finalmente incubadas com peroxidase-anti-
peroxidase 1:500 e peroxidase conjugada a estreptavidina por 1h30min, em
agitacdo continua a températura ambiente. Os cortes foram lavados com PBS
duas vezes de 15 vminutos cada. A visualizagdo da atividade da enzima
peroxidase foi conseguida pela imersdo dos cortes em tetrahidrocloreto 3,3'-
diaminobenzidina (DAB) por 10 min, seguido pela adi¢gdo, na mesma
solugdo, de H,O, 10% (1ul para cada ml de DAB) por 10 min. Apés varias
lavagens com PBS, as sec¢des foram montadas em ldminas tratadas
previamente com cromoalimen. Estas foram secas, desidratadas com etanol,
clareadas com xilol, e cobertas com laminulas e Balsamo do Canada.

Para controle do procedimento imunocitoquimico, alguns cortes foram
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incubados em um meio ao qual foi omitido o anticorpo primario, sendo este

substituido por PBS.

Os cortes foram examinados e fotografados no fotomicroscopio Nikon
Optiphot II. Foram feitas representagdes graficas dos astrocitos GFAP e
vimentina-positivos de diferentes camadas da regido CAl e do giro denteado
do hipocampo, de animais tratados e controles, com auxilio de cAmera licida,

acoplado ao mocroscépio Nikon Optiphot I1.

2.3 Procedimento neuroquimico

2.3.1 Imunodeteccio da Vimentina

Para a analise quantitativa do conteudo imunodetectavel de vimentina
em fatias de hipocampo de animais imaturos controles e tratados, utilizou-se o
método do “dot immunobinding” (ROCHA et al., 1994). Para a preparacdo de
cada amostra foi utilizado uma fatia transversal do hipocampo desses animais.
As fatias foram colocadas em tubos “Eppendorf” contendo 10 pl de tamp@o-
HEPES, ao qual foi adicionado 90 ul de uma solugio de TBS, PMSF e EGTA,
numa propor¢do de 98%, 1% e 1% respectivamente. A solubilizagdo foi
completada com o auxilio de um “pistilo” e homogeneizada com Vértex.
Foram retiradas aliquotas para dosagem de proteina, pelo método de Peterson
(1977), mostrando que a quantidade total de proteinas hipocampais dos
animais tratados comparado com os controles ndo era diferente. As amostras
foram diluidas 1:2 e 1:4, e concentragdes correspondentes a 100%, 50% e
25% de proteina foram utilizadas para determinar a linearidade do método.
Das amostras ndo diluidas (100%) foram retiradas aliquotas de 0,3 pl que
foram aplicadas sobre membranas de nitrocelulose (2,5 x 1 c¢cm) com uma

micropipeta.
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Para a imunodetec¢do da vimentina, seguiu-se Os seguintes
procedimentos: bloqueio dos sitios de ligagdo ndo especificos na membrana de
nitrocelulose com PVP 2% (PVP 2%, Tris 20 mM, NaCl 500 mM, pH 7.5;
Tween 20 0,005%), por uma noite. Apds, a membrana foi incubada com o
primeiro anticorpo anti-vimentina, 1:400 em PVP 2%, por 1 hora sob
agitacdo. Esta foi lavada 6 vezes com TTBS (TBS contendo Tween 20
0,005%) 5 minutos cada. O segundo anticorpo anti- IgG de camundongo
biotinilado foi diluido 1:2000 em PVP 2%, deixando-se incubando por 1 hora
sob agita¢do. Lavou-se 3 vezes com TTBS, 10 minutos cada. A membrana foi
entdo incubada com a enzima peroxidase conjugada a estreptavidina diluida
1:3000 em PVP2%, por 1 hora. A seguir foi lavada 4 vezes com TTBS ¢ 2
vezes com TBS, 5 minutos cada. Depois da iltima lavada, ela foi submetida a
reagdo com luminol (diacithidrazida ciclica), para revelar os “imunodots”. O
luminol ¢ oxidado pela peroxidase em presenga de H;0,, ficando a molécula
em um estado excitado que, ao voltar para o estado fundamental, emite luz
(quimioluminescéncia). A luz ¢ amplificada pelos reagentes do ECL
(“chemiluminescence enhancer”) e a quantidade emitida pode ser medida
colocando-se um filme auto-radiografico sobre a membrana, por 30 segundos
ou mais. As impressdes no filme foram quantificadas por densitometria
(densitometro de varredura “Hoefer Scientific Instruments”, San Francisco)
para avaliar a quantidade de vimentina nas amostras provenientes de

hipocampo de ratos filhos de mées tratadas e controles.
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RESULTADOS

A litemia das fémeas tratadas cronicamente com cloreto de litio antes e
durante a prenhez, ¢ na lactagdo, ficou na faixa terap€utica para humanos,
entre 0,6 e 1,2 mEg/L. A concentragfio de litio no plasma dos filhotes dessas
fémeas ficou entre 0,3 e 0,6 mEq/L, o que comprova que o litio passou através
do leite materno. Levando em consideracfio as diferengas individuais entre os
animais, observamos que niveis variados de litio no plasma dos mesmos
podem provocar efeitos morfologicos diferenciados, ou seja, dose-
dependentes, que serdo discutidos oportunamente no préoximo item .

As ninhadas das fémeas tratadas, que foram mantidas até o 15% dia pos-
natal em numero de cinco animais, ndo apresentaram diferenca no peso
corporal em comparagdo as ninhadas controles, mantidas com 8 animais. Esta
foi a maneira encontrada para descartar a possibilidade de desnutri¢gdo dos
animais tratados. ,

A analise neuroquimica dos animais com 15 dias, usando a técnica de
“dot-immunobinding”, mostrou uma diminui¢do no imunocontetdo de GFAP,
bem como um aumento no imunoconteido de vimentina em fatias integrais de
hipocampo dos animais tratados, comparados aos controles (Fig. 1).

Com a analise imunocitoquimica dos animais imaturos, com 15 dias,
usando os anticorpos anti-GFAP e anti-vimentina, observou-se que tanto
animais tratados quanto controles apresentaram astrécitos GFAP- e vimentina-
positivos em todas as regides do hipocampo, tormando possivel a diferenciagio
das mesmas. Observou-se também a presenca de glia radial vimentina- e
GFAP-imunorreativa (JR) nas camadas granulosa e molecular do giro
denteado (Figs. 5, 6, 7 ¢ 8). A imunorreatividade da GFAP (GFAP-IR) e da
vimentina (VIM-IR) foi localizada no citoplasma e nos processos dos
astrocitos e glia radial, com a 4rea nuclear sem imunorreacgdo (Figs. 2, 3, 4, 5,
6,7 ¢8).
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Figura 1: Representagdo ilustrativa de DO7-immunobinding de ratos imaturos, com
15 dias de idade. A: os DOTs representam VIM-IR; C1 e C2: fatias de dois animais
controle diferentes; T1, T2 e T3: fatias de 3 animais tratados diferentes em duplicata.
B: os DOTs representam GFAP-IR; CONTROLE: fatias de 2 animais diferentes em
triplicata, LITIO: fatias de 2 animais diferentes em triplicata (ROCHA, 1996).
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1. ANIMAIS CONTROLES

1.1 GFAP

Na regido CAl do hipocampo dos ratos controles, observou-se uma
imunorreatividade seletiva 8 GFAP nas diferentes camadas. No estrato oriens
os astrocitos imunomarcados mostraram prolongamentos que emergiam de
todas as regides do corpo, apresentando um aspecto estrelar. No estrato
lacunoso-molecular, os astrécitos GFAP-positivos estavam mais intensamente
marcados. Os prolongamentos apresentavam distribui¢do variada, porém
predominava o aspecto estrelar. Em alguns dos astrécitos, os prolongamentos
possuiam um comprimento importante. No giro denteado a imunorreatividade
para GFAP foi maior do que na regido CAl. Na camada granulosa os
prolongamentos apresentaram-se com orientagdo perpendicular & superficie
dorsal do hipocampo. No hilo, as células apresentaram maior imunomarcagio
com intensidade semelhante as células gliais do estrato lacunoso-molecular,

mostrando um aspecto estrelar (Figs. 2A, 3A e 4A).

1.2 Vimentina

Aos 15 dias p(')s-natal, nos ratos controles, a imunorreatividade a
vimentina (VIM-IR) foi escassa, tanto no como de Ammon como no giro
denteado. Ndo obstante, nesta Gltima regido ainda persiste imunorreatividade
em glias radiais, com seu corpo celular na camada sub-granulosa e seus
prolongamentos em forma de candelabro, percorrendo as camadas granulosa e
molecular. Também no hilo identificaram-se astrécitos estrelados VIM-IR.

Foram detectados vasos com imunomarcagio rodeando-os (Figs.5A, 6A e

7A).
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2. ANIMAIS TRATADOS

2.1 GFAP

Os astrocitos dos estratos oriens e piramidal parecem ndo sofrer
alteragdes apds o tratamento com litio. Nas camadas radiatum e lacunoso-
molecular, observou-se uma diminui¢do na imunorreatividade a GFAP,
comparado ao controle. No giro denteado, as células GFAP-positivas também
foram escassas, sempre em menor quantidade do que nos animais controles.
Essa diferenca foi mais pronunciada no hilo do giro denteado. Ndo foram
observadas mudangas na morfologia celular ¢ no direcionamento dos
processos astrociticos. Observou-se também a presenga de pouca glia radial
imunorreativa 8 GFAP, nas camadas granulosa e molecular do giro denteado
(Figs. 2B, 3B ¢ 4B).

Sugerimos que esta diminuicdo da GFAP-IR corresponda a um atraso

no desenvolvimento astroglial.

2.2 Vimentina

Nos animais que a mie foi tratada com litio, estes com a mesma idade
que os ratos controles, a expressdo da imunorreatividade & vimentina
aumentou. No corno de Ammon, identificaram-se alguns processos marcados,
localizados nas camadas oriens e radiatum. No giro denteado a
imunorreatividade foi mais forte nos processos glais que percorriam as
-camadas granulosa e molecular, apresentando o aspecto de glia radial em
candelabro. O numero de células VIM-IR foi muito aumentado em relagdo ao
grupo controle. Também destacaram-se o numero e a intensidade da
imunorreagdo nos astrocitos estrelares do hilo do giro denteado, porém néo foi

detectada nenhuma célula radial com imunomarcacgio nesta regido (Figs. 5B,
45



6B, 7B e 8).

da média de 0,4

ficou em 0,6 mEqg/L, acima

itema

Ja um animal cuja |

als animais,

mEq/L, observou-se um efeito contrario ao detectado nos dem

das as

vimentina em to

mostrando uma redugdo das células marcadas com

(ndo mostrado).

do hipocampo

regides

Figura 2

46



2 o
e

B

R

R

Figura 3

47



4 S

- 3‘%\%;’«%&43 ® T =
k) A N

M % ~ ke 1 Ny

G . > + 4

S ¢

A fow y

™ oy . %ﬂd‘\wq"&“r e G ‘ g.« g} &

‘,4 }’_ . )£ ‘(( S .§‘
H ;;:%“ A %,\“,\Lj “\3‘(?,{: - ¢ *

) ,\,‘ 4 b
-ty | e e
%’ ?J/f “~ £ '25))

Figura 4: Desenho obtido através de cdmera licida de cortes de hipocampo
marcados com GFAP, mostrando astrocitos da regido CAl e giro denteado. A:
animal controle, os astrocitos apresentam maior imunorreatividade nos estratos
radiatum (R; seta) e lacunoso-molecular (LM, cabega de seta). O hilo (H) apresenta
forte imonorreatividade para GFAP, com células com aspecto estrelado (asterisco).
B: animal tratado, apresenta menor imunomarcagdo para GFAP nos estratos
radiatum (R; seta) e lacunoso-molecular (LM; cabega de seta) da regido CAl, bem
como no hilo (H; asterisco) do giro denteado. O: estrato oriens; P: estrato piramidal;
R: estrato radiatium; LM: estrato lacunoso-molecular, M: camada molecular;, G:
camada granulosa; H: hilo. Barras A e B=50um.
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Figura 7: Desenho obtido através de camera lucida de cortes de hipocampo
marcados com vimentina, mostrando astrocitos da camada lacunoso-molecular (LM)
da regifio CAl e giro denteado. A: animal controle, as células apresentam pouca
imunomarcagdo na camada granulosa (G; seta longa) e no hilo (H; cabega de seta) do
giro dentado. Notar vasos imunomarcados no estrato lacunoso-molecular (LM; seta
curta) da regiio CAl. B: animal tratado, maior nimero de glias radiais em forma de
candelabro na camada granulosa (G; seta longa) do giro denteado. No hilo (H;
cabega de seta) os astrocitos imaturos apresentam forte imunorreatividade para
vimentina. Na camada lacunoso-molecular (LM) da regido CAIl, observar a
imunomarcagéio dos vasos (seta curta). LM: estrato lacunoso-molecular, M: camada
molecular; G: camada granulosa; H: hilo. Barras A ¢ B= 50pum.
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Figura 8: Fotomicrografias do giro denteado de animais imaturos marcados com
vimentina. A: animal controle, observar a escassa presencga de glias radiais em forma
de candelabro na camada granulosa (G, seta). B: animal tratado, maior nimero de
glias radiais em forma de candelabro imunomarcadas na camada granulosa (G; seta).
G: camada granulosa; H: hilo. Barras A e B= 50um.
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DISCUSSAO

O perfil morfolégico dos astrécitos imunorreativos seguiu o padrdo
observado por Nixdorf-Bergweiler et al. (1994), onde os astrocitos imaturos
possuiam pequenos corpos celulares com forma arredondada ou oval e
processos curtos e orientados radialmente.

Os resultados imumocitoquimicos mostram uma vulnerabilidade
seletiva do hipocampo ao tratamento com cloreto de litio. Tal seletividade
pode ser devida a varios fatores, tendo em vista que diversos pardmetros
neuroanatomicos € neuroquimicos diferem ao longo do eixo temporoseptal do
hipocampo (SCHMIDT-KASTNER ef al., 1991). Mesmo com a aparente
homogeneidade hipocampal, ha diferengas regionais na inervagéo
neuroquimica (PAXINOS, 1995).

A exposi¢do pré- e pos-natal ao cloreto de litio cronico, que resultou
em animais de 15 dias com litemia média de 0,4 mEq/L, parece atrasar o
desenvolvimento astroglial no hipocampo de ratos imaturos. Os resultados
mostraram uma diminuigdo regional na imunorreatividade 3 GFAP ¢ um
aumento na imunorreatividade a vimentina , bem como um aumento em sua
quantidade imunorreativa em fatias integrais, no hipocampo dos animais
tratados em comparagdo aos controles, sugerindo um atraso na transformagio
da glia radial para astrocitos. Esse efeito pode ser devido (a) a agdo direta do
litio sobre os astrécitos hipocampais, (b) & acdio do litio sobre neurdnios
hipocampais, resultando em um efeito secundario sobre os astrocitos, (c) ou a
um efeito em outra regido cerebral que reflita em mudancas no hipocampo.

No cérebro normal, a passagem da glia radial para astrdcitos acontece
por volta do 7° dia poés-natal. Até o 20° dia pds-natal ocorre o
desaparecimento das células gliais corticais positivas & vimentina e o aumento
donamero de astrocitos GFAP-positivos (PIXLEY ez al., 1984, RICKMANN
et al., 1987). O tratamento com LiCl parece estar retardando essa passagem de
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glia radial para astrocitos.
A diminuicio na imunomarcagdo a GFAP, esta de acordo com

resultados prévios (ROCHA, 1996) que mostraram uma diminui¢do de 53 %
na quantidade de GFAP-imunorreativa em fatias de hipocampo de animais
imaturos filhos de mées tratadas com LiCl (Fig. 1B).

Observou-se um aumento regional na imunomarcagdo para vimentina,
o que confirma o aumento na quantidade imunorreativa total, analisada pelo
método do “dot-immunobinding”, em fatias integrais do hipocampo dos
animais tratados (Figs. 1A, 5, 6 e 7). Esse € outro indicio que comprova o
efeito do litio sobre o desenvolvimento astroglial, sugerindo um retardo na
diferenciagdo da glia radial para astrocitos, ou seja, a gha radial persiste por
mais tempo no hipocampo dos animais tratados. Pode também estar havendo
um atraso no amadurescimento dos astrocitos imaturos, caracterizados por
apresentarem vimentina como seu principal filamento intermediario.

O efeito do tratamento com litio foi mais pronunciado no giro
denteado, mostrando que essa regido foi mais vulneravel ao tratamento. De
fato, encontrou-se mais glia radial na interface das camadas granulosa ¢
molecular do giro no hipocampo dos animais tratados do que no hipocampo
dos anmimais controles, bem como uma maior marcagdo dos astrocitos
estrelares VIM-positivos no hilo, que caracterizam astrocitos mais imaturos do
que os dos controles (Figs. 5, 6, 7 e 8).

Entdo, como o giro denteado se caracteriza por ser a altima regifio
hipocampal a ter seu desenvolvimento celular completado (STANFIELD er
al., 1979; ALTMAN et al., 1990), tal vulnerabilidade ao litio pode estar
ocorrendo em um periodo mais posterior da morfogénese hipocampal, com
isso afetando seletivamente o giro denteado, uma vez que as regides CA ja
tenham terminado seu desenvolvimento.

Uma seletividade foi encontrada também em animais submetidos a
isquemia, como mostrado por Schmidt-Kastner et al. (1991), onde a regido

CAl e o hilo do giro denteado foram vulneraveis, enquanto que a area
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adjacente CA3 e o giro denteado foram resistentes. As lesdes hilares sempre
precederam os danos na camada CA1 (SCHMIDT-KASTNER et al., 1991).

Assim como os neurénios, as células astrogliais também liberam
fatores neurotroficos e/ou fatores que promovem o crescimento neuritico. A
expressdo dessas moléculas ocorre durante o desenvolvimento e também apos
lesdes no SNC, sendo que alguns fatores de crescimento possuem efeitos
protetores ou regenerativos sobre os neurénios seguindo lesdes traumaticas,
quimicas ou isquémicas (MULLER et al.,1995).

Neste caso, o litio, através de seus efeitos sobre os neurdnios, que sdo
bastante estudados, agindo nos sistemas de transdugdo de sinais extracelulares
que geram segundos mensageiros, poderia estar modulando a liberagdo de
neuromoduladores, como neurotransmissores ¢ fatores troficos que seriam
responsaveis pela plasticidade astroghial. Por outro lado, as mudangas
desenvolvimentais apresentadas pelos astrocitos, devido ao tratamento com
litio, podem estar relacionadas a mudangas na fungdo dos mesmos, o que
poderia alterar também a liberacéo de fatores troficos que agiriam sobre os
neurdnios causando fendmenos plasticos, como pequenas alteragtes
morfologicas e alteragdes metaboélicas variadas.

Foi evidenciado que o fator de crescimento neuronal (NGF) existe em
altas concentragdes no hipocampo e sua atividade elevou-se em lesdes no
fornix-fimbria e na via perforante (PP) (GAGE er al, 1988). O conceito
emergente ¢ que o NGF seja sintetizado no hipocampo e transportado num
sentido retrogrado para os neurdnios colinérgicos do “forebrain”basal.
Transecgdo dessas fibras colinérgicas ascendentes, bloqueiam o transporte
retrogrado de NGF, resultando no acumulo do mesmo no hipocampo (GAGE
etal., 1988).

No poélo temporal do hipocampo, transecgdes da via perforante que
destréem a aferéncia entorrinal para a camada molecular externa das células
granulares do giro denteado, resultam em uma dramatica sinaptogénese

reativa, exemplificada pelo brotamento de fibras colinérgicas da camada
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molecular interna para preencher a zona molecular externa (GAGE er al,,
1988).

Foi mostrado que a atividade do NGF aumentou no giro denteado
seguindo lesdo a via perforante. Entdo, € razoavel sugerir que o brotamento
colinérgico observado na zona molecular externa possa ter sido provocado
pelo aumento na atividade do NGF nesta zona (GAGE et al., 1988).

As células GFAP-IR estdo envolvidas no brotamento responsivo ao
NGF dos neurdnios colinérgicos central e dos neurénios catecolaminérgicos
periférico que ocorre na mesma area seguindo estas lesdes (GAGE et al.,
1988). Os astrdcitos ativados secretam NGF na regido da camada molecular
externa do giro denteado, o qual resulta em uma atragdo de mais fibras
colinérgicas que expressam receptor NGF nas suas membranas (GAGE et al.,
1988).

Sabe-se que os astrocitos estdo relacionados no direcionamento da
migracdo neuronal, agindo como guia, e também podendo influenciar no
crescimento e diferenciagdo neuronais pela liberagdo de fatores neurotroficos.
Da mesma forma, sabe-se que os neurdnios regulam a proliferacdo e a
morfologia das células astrogliais. Entdo, possivelmente, mudangas
morfoldgicas observadas em astrocitos hipocampais de ratos sejam um reflexo
das interagdes entre os processos neuronais € as células gliais (NIXDORF-
BERGWEILER et al.,1994).

Por outro lado, esses trabalhos mostram que uma alteragdo em células
hipocampais possam ser o reflexo a uma lesdo ocorrida em outra regido
cerebral que possua interconexdes com o hipocampo. Com o litio pode estar
ocorrendo algo semelhante, o que poderia explicar também o efeito seletivo
desse ion sobre o giro denteado, uma vez que aferéncias como por exemplo as
vindas do cortex entorrinal, a via perforante, chegam ao hipocampo pelo giro
denteado.

Outros tratamentos também mostraram um efeito sobre o

desenvolvimento das células gliais, através da transformagdo das células
56



radiais para astrocitos.

O tratamento de ratos com outros ions, como por exemplo o chumbo,
numa administra¢do desde o nascimento, fez coin que estes apresentassem,
ap6s 60 e 90 dias do inicio do tratamento, hipertrofia dos astrocitos do
cerebelo e hipocampo, representada pelo aumento de imunorreatividade para a
GFAP. Esta modificagdo no citoesqueleto dos astrocitos pode alterar suas
fungdes, modificando a complexa relagdo astrécito-neurénio (SELVIN-
TESTA et al., 1994).

Exposigdo pré-natal ao etanol, afetou a transformago e a proliferagéo
dos astrgcitos. A diminui¢do da marcagdo a vimentina induzida pelo etanol
durante a segunda semana pds-natal e 0 aumento concomitante de células
GFAP-IR indicam que o etanol acelerou a transformacdo da glia radial em
astrocitos (MILLER et al., 1993). O periodo entre 0 4%¢ o 102 dia p6s-natal é
marcado pela transformagdo da glia radial em astrocitos e pelo aumento na
proliferacdo glial (MILLER et al., 1993).

Franke (1995) mostrou que o tratamento com etanol 10% por 36
semanas, provocou uma diminui¢io da GFAP-IR, juntamente com uma
diminui¢do do nimero de astrocitos no estrato molecular do giro denteado, em
hipocampo de ratos.

Estes resultados demonstram que os astrécitos hipocampais respondem
de maneira diferenciada as mais variadas situa¢des a que o cérebro esta
exposto.

Uma vez que o desenvolvimento dos astrocitos em ratos ocorre
principalmente durante o periodo poés-natal, esses resultados sugerem que o
etanol afete os principais precursores da astrogli'a, a gha radial, a qual aparece
durante o inicio da neuroembriogénese (VALLES et al., 1996). A exposi¢do
cronica ao etanol in #tero diminuiu significativamente a imunorreatividade a
GFAP e os niveis de seu RNAm, ambos in vivo e in cultura primaria de glia
radial. Diminuiu também a expressdo da GFAP, devido a redugio em sua taxa

de transcrigdo, que parece estar associada com o estado de hipermetilagdo do
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DNA da GFAP (VALLES et al., 1997). Em contraste, os niveis de vimentina
ndo foram afetados significativamente pelo etanol. Esses resultados sugerem
que a exposicdo ao etanol durante os estigios iniciais embrionario/fetal altere
a diferenciagdo da glia radial, prejudicando sua transformagdo em astrocitos
(VALLES et al., 1996 ¢ 1997). Exposigdo pos-natal a altos niveis de etanol,
causou astrogliose transitoria manifestada por aumento na imunorreatividade a
GFAP e nos niveis de seu RNAm em cértex cerebral de ratos. Estes resultados
sugerem que o efeito do etanol nos astrécitos e na expressdo da GFAP, seja
dependente dos niveis de etanol, duragdo e tempo de exposi¢do a0 mesmo € a0
estagio de maturagdo glial (VALLES et al., 1997).

Considerando que os efeitos do etanol parecem ser dose dependentes,
neste caso, sugerimos que as diferengas individuais na concentra¢io de litio
no plasma dos animais tratados, podem ter efeitos morfoldgicos diferentes.
Durante nosso estudo, observamos um animal cuja litemia ficou em 0,6
mEq/L, nivel mais elevado do que a média que foi de 0,4 mEq/L. A anélise
morfoldgica das laminas com cortes hipocampais desse animal, mostrou um
efeito contrario ao observado nos demais animais que se mantiveram na faixa
de litemia média, houve uma redugdo das células VIM-IR no hipocampo do
animal tratado. Altas litemias, entre 1,7 - 2,0 mEq/L, em animais adultos
tratados com litio, aumentaram o estado de fosforilagdo de algumas proteinas,
como a vimentina, que em situagdes de litemia dentro da faixa terapéutica
para humanos, nfio ¢ afetada em seu estado fosforilativo (ROCHA, 1996).
Este dado pode estar apontando para um efeito morfologico diferenciado
relacionado a variagdo na litemia, o que serd investigado posteriormente.

Assim como o tratamento com etanol, a exposi¢do pré-natal ao litio
pode estar afetando a expressdo génica para GFAP. Sabe-se que o gene que
codifica a GFAP possut um promotor com multiplos dominios, que podem ser
afetados por uma série de moléculas, entre elas 0 AMPc (HATTEN et al.,
1991). A proteina quinase A (PKA), dependente de AMPc € translocada do

citosol para o micleo por agdo do litio e outros antidepressivos (GUITART et
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al., 1992). Ozaki et al. (1997) relatam que o tratamento cronico de ratos com
carbonato de litio aumentou significativamente a atividade de alguns fatores
de transcricdo como o Jun, Fos ¢ o CREB, que podem estar envolvidos na
expressio da GFAP e em um aumento na GFAP-IR, caracterizando uma
gliose.

No caso deste estudo, sugere-se que o litio possa estar inibindo a
atividade de alguns fatores de transcri¢do nos animais com 15 dias, o que €
passivel de verificagdo.

O tratamento cronico de ratos adultos com LiCl, resultou em
astrogliose reativa, com hipertrofia celular, caracterizada pelo aumento das
células GFAP-IR, bem como mudangas na orientagdo dos processos
astrociticos no hipocampo. Ocorreu também aumento do imunoconteudo de
GFAP nos mesmos animais (ROCHA, 1996). Isso mostra que o litio age de
forma diferenciada no cérebro de anmimais adultos e imaturos, talvez pela
diferenga no estado de maturagdo celular, ou por diferengas na vulnerabilidade
nas diferentes idades, ou até mesmo pela diferente via de administragéo do
litio.

A exposi¢do pré-natal & cocaina causa alteracdo no desenvolvimento
normal do cérebro de ratos. Nos animais expostos pré-natalmente a cocaina, o
aumento na marcagdo da vimentina indica que a grande propor¢io de células
astrogliais estavam no estagio de desenvolvimento da glia radial. Uma vez que
a glia radial tem um importante papel na migragdo neuronal e no crescimento
dos neurdnios, pode-se esperar que o aumento da vimentina possa ser
acompanhado pela presenca continua de marcadores neuronais imaturos. Nos
animais expostos a cocaina, houve uma perda dramatica nos astrocitos em
proliferagdo na zona subventricular. Células do giro denteado marcadas
positivamente para GFAP foram em menor nimero nos animais expostos a
cocaina do que nos controles. Isso pode representar uma diminui¢io na
proliferacdo de astrocitos e neurdnios, uma vez que o giro denteado € uma das

poucas regides do cérebro que continuam a mostrar neurogénese pelo 62 dia
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pos-natal. Porém ha um aumento na marcacdo das células da camada
piramidal na regiio CA3 do hipocampo. Uma possivel explicagdo para esse
efeito é a possivel similaridade da a¢do da cocaina em cérebros imaturos e
maduros na libera¢do e inibigdo da recaptacdo das principais monoaminas
neurotransmissoras dopamina, noradrenalina, e serotonina. Foi mostrado que a
liberagdo de serotonina induzida por cocaina foi maior no cérebro imaturo do
que no maduro. Entdo, o tratamento crdnico com cocaina pode esgotar a
serotonina do cérebro fetal e levar a um atraso na maturagdo astroglial. No
giro denteado ha mais serotonina do que na regido CA3, onde a quantidade de
noradrenalina é muito maior que a de serotonina (CLARKE et al., 1996).

O litio aumenta a liberacdo de serotonina e noradrenalina (WANG et al.,
1989; GOODMAN & GILMAN, 1996) e dessensibiliza auto-receptores pré-
sinapticos para serotonina (WANG et al., 1988). Tanto as regides CA3 e CAl
como o giro denteado recebem aferéncias noradrenérgicas e serotoninérgicas
conforme foi citado na introducdo (pagina 31), porém o giro denteado possui
mais aporte de serotonina do que a regido CA3. A serotonina estd envolvida
na maturagdo, migragdo e produgéo de fatores de crescimento pelos astrocitos
(CLARKE et al., 1996). Estes dados sugerem que o litio possa ter um efeito
semelhante ao efeito da cocaina sobre o cérebro dos animais imaturos, uma
vez que o perfil de alteragdes ocorridas sob efeito do litio lembra as ocorridas
sob a acdo da cocaina.

Outra hipétese é que alteragGes ocorridas sobre outras areas que
projetam fibras monoaminérgicas para o hipocampo, também contribuam,
indiretamente, para as mudancgas morfologicas encontradas nos astrocitos do
giro denteado.

Muitas das hipéteses aqui citadas para explicar as mudangas
morfologicas no hipocampo de animais imaturos, necessitam de estudos mais
aprofundados, que serdo sugeridos adiante no item de perspectivas.

Cabe salientar que esse trabalho faz parte de um projeto pioneiro para

estudar os efeitos do litio sobre os astrocitos de cérebro de ratos tratados
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cronicamente com LiCl. Nédo foi encontrada nenhuma referéncia na literatura
especializada sobre os efeitos do litio no periodo de desenvolvimento cerebral
estudado, destacando portanto a importincia de um estudo como esse.

Muitas mulheres sdo tratadas com sais de litio durante sua fase de
fertilidade. O litio teria efeitos abortivos e teratogé€nicos, porém esses efeitos
ndo foram confirmados ainda. Em caso de gravidez, recomenda-se a
suspensdo do tratamento, uma vez que ndo se tem certeza do efeito do litio
sobre o feto. Esse estudo tem importincia clinica no sentido que vem reforgar
as recomendagdes acima, mostrando que o tratamento de fémeas com litio
alterou o desenvolvimento hipocampal de seus filhotes, o que podera resultar
em profundas alteragdes no desenvolvimento normal dos mesmos, bem como

no comportamento, aprendizado, desenvolvimento motor, entre outros.

61



CONCLUSOES

O tratamento cronico de fémeas adultas com LiCl antes e durante a
prenhez, e na lactagdo, mostrou que em animais com 15 dias de idade, a
litemia ficou na média de 0,4 mEq/L, dentro da faixa terapéutica para
humanos. Observou-se um aumento na marcagdo regional dos astrocitos VIM-
IR e uma diminui¢do dos astrocitos GFAP-IR no hipocampo dos fithos de
mdes tratadas, em relagdo aos controles da mesma idade, porém sem
altera¢des morfologicas. Ocorreu um aumento no imunoconteudo total de
vimentina no hipocampo desses animais, bem como uma diminui¢io da
quantidade de GFAP imunorreativa, mostrada em trabalho realizado
previamente, com animais que receberam o mesmo tratamento (ROCHA,
1996). Esses resultados indicam que o tratamento com litio esteja atrasando o
desenvolvimento astroglial, por um provavel retardo na transformagao da glia
radial para astrdcitos.

Embora existam muitos estudos sobre o mecanismo de ag¢do do litio e
seu efeito sobre o SNC, tais estudos foram realizados apenas em neur6nios,
ndo havendo referéncias sobre esse assunto em astrocitos nem neste periodo
de desenvolvimento cerebral. Desta forma, esse trabalho possui uma
importincia fundamental, que € tentar esclarecer alguns efeitos do Li" sobre o
desenvolvimento do SNC, enfocando as células astrogliais, levando em

considerac¢do sua intima relagdo com 0s neurdnios.
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PERSPECTIVAS

Com base nos resultados anteriores, propomos como prosseguimento a
esse trabalho:

% Para verificar se a diminuigdo na imunomarcagio da GFAP ¢ devido a uma
diminuigio no numero de células astrogliais:

# Realizagdo da técnica histolégica de marcagdo com Hematoxilina-
Eosina, onde através da contagem de niucleos celulares verificaremos a
possivel ocorréncia de perda celular;

# Marcacdo com Timidina marcada (PETITO er al., 1990), para
verificar a expressdo génica (DNA) e analisar se houve ou nio mitoses.

% Para verificar se o efeito do litio é diretamente sobre os astrocitos ou é um
reflexo de alteragGes sobre os neur6nios:

# Em fatias hipocampais, analisar o imunoconteido das proteinas
GFAP e vimentina, por técnicas de imunodetecgdo, separadamente nas regides
CA3, CA2, CAl e o giro denteado

# Tratamento de culturas primanias de astrécitos, com varias
concentragdes de litio, e verificar os pardmetros neuroquimicos, como
fosforilagdo e imunodetecgdo, bem como os pardmetros morfoldgicos,
analisando tanto GFAP como vimentina;

# Tratamento de cultura primana de neur6nios, com varias
concentragdes de litio e analisando os mesmos parimteros acima, com outras
proteinas marcadoras.

% Para verificar os diferentes efeitos do LiCl em cérebro de animais jovens e
adultos:

# Mapeamento do efeito do tratamento crémico com LiCl, gerando
variadas litemia, em animais com varias idades, realizando estudos

neuroquimicos e morfologicos, bem como estudos comportamentais.

63



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALTMAN, J; BAYER, S. A Mosaic organization of the hippocampal
neuroepithelium and the multiple germinal sources of dentate granule cells. J.

Comp. Neurol., 301: 325 - 342, 1990.

ALTMAN, J.; BAYER, S. A. Prolonged sojourn of developing pyramidal cells in the
intermediate zone of the hippocampus and their settling in the stratum

pyramidale. J. Comp. Neurol., 301: 343 - 364, 1990.

ALTMAN, J; BAYER, S. A. Migration and distribution of two populations of
hippocampal granule cell precursors during the perinatal and postnatal periods.

J. Comp. Neurol., 301: 365 - 381, 1990.

ATACK, J. R.; BROUGHTON, H. B.; POLLACK, S. J. Inositol Monophosphatase-
a Putative Target for Li" in the Treatment of Bipolar Disorder. T.LN.S., 18:
343- 349, 1995.

AVISSAR, S.; MURPHY, D. L.; SCHREIBER, G. Magnesium reversal of lithium
inhibition of B-adrenergic and muscarinic receptor coupling to G proteins.
Biochem. Pharmacol., 41/2: 171 - 175, 1991.

BEVAN, S. Ion channels and neurotransmitter receptors in glia. Seminars in The
Neurosciences, 2: 467 - 481, 1990.

CALVO, J. L; CARBONELL, A. L.; BOYA, J. Co-expression of glial fibrillary
acidic protein in reactive astrocytes following brain injury in rats. Brain Res.,
566: 333 - 336, 1991.

CHO, Y. W.Lithium-induced inhibition of Na’/K* ATPase and Ca’‘/ATPase
activities in rat brain synaptosomes. J. Korean - Med.- Sci., 10: 7 - 13, 1995.

CHRISTENSEN, S.; KUSANO, E.; YUSIFI, A. N. K; MURAYAMA, N.; DOUSA,
T. P. Pathogenesis of nephrogenic diabetes insipidus due to chronic
administration of lithium in rats. J. Clin. Invest., 75: 1869 - 1879, 1985.

CLARKE, C.; CLARKE, K.; MUNEYYIRCI, J; AZMITIA, E.; WHITAKER-
AZMITIA, P. M. Prenatal cocaine delays astroglial maturation:
immunodensitometry shows increased markers of immaturity (vimentin and
GAP-43) and decreased proliferation and production of the growth factor S-100.

64



Develop. Brain Res., 91: 268 - 273, 1996.

COLE, G. J.; LEE, J. Immunocytochemical localization of a novel radial glial
intermediate filament protein. Develop. Brain Res., 101: 225 - 238, 1997.

COTMAN, C. W, GOMEZ-PINILLA, F.; KAHLE, J. S.. Neural Plasticity and
Regeneration. In: SIEGEL, G.J.; et al. (eds.), Basic Neurochemistry, 5th Ed,,
New York, Raven Press, 1994.

DALBY, N. O.; RONDOUIN, G.; LERNER-NATOLI, M. Increase in GAP-43 and
GFAP Immunoreactivity in the Hippocampus Subsequent to Perforant Path
Kindling. J. Neurosci. Res., 41: 613 - 619, 1995.

DALMAU, I; FINSEN, B, TONDER, N, ZIMMER, J,; GONZALEZ, B,
CASTELLANO, B. Development of microglia in the prenatal rat hippocampus.
J. Comp. Neurol., 377: 70 - 84, 1997.

DRINGEN, R.; GEBHARDT, R.; HAMPRECHT, B. Glycogen in astrocytes:
possible function as lactate supply for neighboring cells. Brain Res., 623: 208 -
214, 1993.

ENG, L. F.; GHIRNIKAR, R. S. GFAP and Astrogliosis. Brain Pathol., 4: 229-
237, 1994.

FRANKE, H. Influence of chronic alcohol treatment on the GF AP-immunoreactivity
in astrocytes of the hippocampus in rats. Acta Histochem., 97: 263 - 271, 1995,

GAGE, F. H; OLEINICZAK, P.; ARMSTRONG, D. M. Astrocytes are important
for sprouting in the septohippocampal circuit. Exp. Neurol., 102(1): 2-13, 1938.

GALOU, M.; COLUCCI-GUYON, E.; ENSERGUEIX, D.; RIDET, J.; GIMENEZ
Y RIBOTTA, M,; PRIVAT, A.; BABINET, C.; DUPOUEY, P. Disrupted glial
fibrillary acidic protein network in astrocytes from vimentin knockout mice. J.
Cell Biol., 133/4: 853 - 863, 1996.

GLOWINSKI, J; MARIN, P.; TENCE, M.; STELLA, N., GIAUME, C,;
PREMONT, J. Glial receptors and their intervention in astrocyto-astrocytic and
astrocyto-neuronal interactions. Glia, 11: 201 - 208, 1994.

GONCALVES, C. A,; RODNIGHT, R. Apparent identity of ppH-47, a protein
highly phosphorylated in the hippocampus with a form of glial fibrillary acidic
protein. Neurosci. Res. Commun., 11: 109 - 117, 1992,

GOODLETT, C. R;; LEO, J. T.; O°CALLAGHAN, J. P.; MAHONEY, J.; WEST, J.
R. Transient cortical astrogliosis induced by alcohol exposure during the
neonatal brain growth spurt in rats. Dev. Brain Res., 72: 85 - 97, 1993,

GOODMAN & GILMAN’S. The pharmacological basis of therapeutics, 9 ed.
65



International Edition, 1996.

GUITART, X.; NESTLER, E. J. Chronic administration of lithium or other
antidepressants increases levels of DARPP-32 in frontal cortex. J. Neurochem.,

59: 1164 - 1167, 1992.

HATTEN, M. E.; LIEM, R. K. H; SHELANSKI, M. L.; MASON, C. A. Astroglia in
CNS injury. Glia, 4: 233 - 243, 1991.

HAWRYLAK, N.; GREENOUGH, W. T. Monocular deprivation alters the
morphology of glial fibrillary acidic protein-immunoreactive astrocytes in the
rat visual cortex. Brain Res., 683: 187 - 199, 1995.

HIRVONEN, M. Cerebral lithium, inositol and inositol monophosphatases.
Pharmacol. & Toxicol., 69: 22 - 27, 1991.

HOZUMI, 1.; CHIU, F.; NORTON, W. T. Biochemical and immunocytochemical
changes in glial fibrillary acidic protein after stab wounds. Brain Res., 524: 64 -
71, 1990.

INAGAKI, M.; NAKAMURA, Y.; TAKEDA, M,; NISHIMURA, T.; INAGAKI, N.
Glial Fibrillary Acidic Protein. Dynamic Property and Regulation by
Phosphorylation. Brain Pathel., 4: 239 - 243, 1994.

JACOBSON, M. Neuroglial ontogeny. In: JACOBSON, M. (eds.), Develop.
Neurobiology, 3th Ed., Plenum Press, New York and London, 1991.

JANAS, M. S.;; NOWAKOWSKI, R. S.; MOLLGARD, K. Gial cell differentiation
in neuron-free and neuron-rich regions. Anat. Embryol. 184: 559 - 569, 1991.

JEGLINSKI, W.; KOCZYK, D.; ZAREMBA, M.; ODERFELD-NOWAK, B.
Bilateral gliosis in unilaterally lesioned septohippocampal system: changes in
GF AP immunoreactivity and content. J. Neurosc. Res., 41: 394 - 402, 1995.

JOPE, R. S.; WILLIAMS, M. B. Lithium and brain signal transduction systems.
Biochemial Pharmacology, 47/3: 429 - 441, 1994,

KARNIOL, I. G.; BOTEGA, N. J. Farmacocinética do litio. J. Bras. Psiq., 33/5:
366 - 370, 1984.

KIMELBERG, H. K.; NORENBERG, M. D. Astrocytes. Sci. Amer.: 66 - 76, Abril
1989.

KLEMFUSS, H.; KRIPKE, D. F. Potassium reduces lithium toxicity: circadian
rhythm actions are maintained. Life Sciences, 40: 2531 - 2538, 1987.

KOENIG, M. L,; JOPE, R. S. Effects of lithium on synaptosomal Ca®" fluxes.
Psychopharmacol., 96: 267 - 272, 1988.
66



LAM, H. R.; CHRISTENSEN, S. Regional and subcellular localization of Li" and
other cations in the rat brain following long-term lithium administration. J.

Neurochem., 59/4: 1372 - 1380, 1992.

LEE, C. H; DIXON, J. F.; REICHMAN, M.; MOUMMI, C; LOS, G.; HOKIN, L.
E. Li" increases accumulation of inositol 1,4,5-triphosphate and inositol 1,3,4,5-
tetrakisphosphate in cholinergically stimulated brain cortex slices in guinea pig,
mouse and rat. Biochem. J. 282: 377 - 385, 1992.

LENOX, R. H; WATSON, D. G. Lithium and the brain: A psychopharmacological
strategy to a molecular basis for manic depressive illness. Clin. Chem., 40/2:

309 - 314, 19%4.

LENZ, G.; MANOZZO, L.; GOTTARDO, S.; ACHAVAL, M.; SALBEGO, C,;
RODNIGHT, R. Temporal profiles of the in vitro phosphorylation rate and
immunocontent of glial fibrillary acidic protein (GFAP) after kainic acid-
induced lesions in area CAl of the rat hippocampus: demonstration of a novel
phosphoprotein associated with gliosis. Brain Res., 764/1-2: 188-196, 1997.

LINDER, ]; FYRO, B.; PETTERSSON, U.; WERNER, S. Acute antidepressant
effect of lithium is associated with fluctuation of calcium and magnesium in
plasma. Acta Psychiatr. Scand, 80: 27 - 36, 1989.

LIU, W.; SHAFIT-ZAGARDOQ, B.; AQUINO, D. A.; ZHAO, M.-L.; DICKSON, D.
W.; BROSNAN, C. F.; LEE, S. C. Cytoeskeletal alterations in human fetal
astrocytes induced by interleukin-1. J. Neurochem., 63: 1625 - 1634, 1994.

MANIIL H. K.; LENOX, R. H. Long-term action of lithium: a role for transcriptional
and posttranscriptional factors regulated by protein kinase C. Synapse, 16: 11 -
28, 1994.

MANUAL of histologic and special staining technics, 2th Ed., New York, McGraw-
Hill, pp. 25 - 32, 1960.

MASOOD, K.; BESNARD, F.; SU, Y.; BRENNER, M. Analysis of a segment of the
human glial fibrillary acidic protein gene that directs astrocyte-specific
transcription. J. Neurochem., 61/1: 160 - 166, 1993.

MCcEWEN, B. S.; MAGARINOS, A. M. Stress effects on morphology and function
of the hippocampus. Ann. New York Acad. of Sci.: 271 - 284, 1996.

McMILLIAN, M. K.; THAI L., HONG, J. S; O’CALLAGHAN, J. P
PENNYPACKER, K. R. Brain injury in a dish: a model for reactive gliosis.
T.LN.S., 17/4: 138 - 142, 1994,

MILLER, M. W; ROBERTSON, S. Prenatal exposure to ethanol alters the postnatal
development and transformation of radial glia to astrocytes in the cortex. J.
67



Comp. Neur., 337: 253 - 266, 1993.

MISSLER, M.; EINS, S.; BOTTCHER, H.; WOLFF, J. R. Postnatal development of
glial fibrillary acidic protein, vimentin and S100 protein in monkey visual
cortex: evidence for a transient reduction of GFAP immunoreactivity. Dev.
Brain Res., 82: 103 - 117, 1994.

MOR], S.; ZANARDI, R; POPOLI, M.; SMERALDI, E.; RACAGNI, G.; PEREZ,
J. Inhibitory effect of lithium on cAMP dependent phosphorylation system. Life
Sciences, 59/9: 99 - 104, 1996.

MORK, A. Actions of lithium on second messenger activity in the brain. The
adenylate cyclase and phosphoinositide systems. Lithium, 1: 131 - 147, 1990.

MORK, A.; GEISLER, A.; HOLLUND, P. Effects of lithium on second messenger
systems in the brain. Pharm. Toxicelogy, 71 Suppl. 1: 4 - 17, 1992.

MULLER, H. W.; JUNGHANS, U.; KAPPLER, J. Astroglial neurotrophic and
neurite-promoting factors. Pharmac. Ther., 65: 1 - 18, 1995.

MUNOZ-MONTANO, J. R.; MORENO, F. J; AVILA, J.; DIAZ-NIDO, J. Lithium
inhibits Alzheimer’s disease-like tau protein phosphorylation in neurons. FEBS
Letters, 411: 183 - 188, 1997.

NEARY, J. T., BAKER, L.; JORGENSEN, S. L., NORENBERG, M. D.
Extracellular ATP induces stellation and increases glia fibrillary acidic protein
content and DNA synthesis in primary astrocyte cultures. Acta Neuropat., 87:
8-13,199%4.

NIXDORF-BERGWEILER, B. E.; ALBRECHT, D.; HEINEMENN, U.
Developmental Changes in the Number, Size, and Orientation of GFAP-
Positive Cells in the CA1 Region of Rat Hippocampus. Glia, 12: 180 - 195,
1994,

NORENBERG, M. D. Astrocyte reponses to CNS injury. J. Neuropathol. and
Exper. Neurol., 53(3): 213 - 220, 1994.

OZAKI, N.; CHUANG, D. M. Lithium increases transcription factor binding to AP-
1 and cyclic AMP-responsive element in cultured neurons and rat brain. J.
Neurochem., 69: 2336 - 2344, 1997.

PARPURA, V.; BASARSKY, T. A; LIU, F.,; JEFTINUA, K.; JEFTINIJA, S
HAYDON, P. G. Glutamate-mediated astrocyte-neuron signalling. Nature, 369:
744 - 747, 1994,

PAXINOS, G. The Rat Nervous System, 2. ed. edited by G. Paxinos, Austrilia,
Academic Press, 1995.

68



PETERS, A.; PALAY, S. L.; WEBSTER, H. F. The Neuroglial Cells. /n: PETERS,
A.; PALAY, S. L., WEBSTER, H. F. (eds.), The Fine Structure of the
Nervous System. Neurons and Their Supporting Cells, New York, Oxford

University Press, 1991.

PETITO, C. K.; MORGELLO, S.; FELIX, J. C.; LESSER, M. L. The two patterns of
reactive astrocytosis in postischemic rat brain. J. Cer. Blood Flow and Metab.,

10: 850 - 859, 1990.

PEUCHEN, S.; CLARK, J. B.,; DUCHEN, M. R. Mechanisms of intracellular
calcium regulation in adult astrocytes. Neurosc., 71/3: 871 - 883, 1996.

PIXLEY, S. K.; VELLIS, J. Transition between immature radial glia and mature
astrocytes studied with a monoclonal antibody to vimentin. Dev. Brain Res.,
15: 201 - 209, 1984. '

PORTER, J. T.; McCARTHY, K. D. Hippocampal astrocytes in sifu respond to
glutamate released from synaptic terminals. J. Neurosc., 16/16: 5073 - 5081,

1996.

PRIVAT, A.; GIMENEZ-RIBOTTA, M.; RIDET, J. L. Morphology of astrocytes.
In: KETTENMANN, H.; RANSOM, B. R. (eds.), Neuroglia, New York,
Oxford University Press, 1995.

RAINE, C. S. Neurocellular Anatomy. In: SIEGEL, G. J.; et al. (eds.), Basic
Neurochemistry, 5th Ed., New York, Raven Press, 1994.

RICKMANN, M.; AMARAL, D. G.; COWAN, W. M. Organization of radial glial
cells during the development of the rat dentate gyrus. J. Comp. Neur., 264: 449
- 479, 1987.

ROCHA, E. Efeitos do tratameno cronico com cloreto de litio, produzindo
litemia terapeuticamente relevante, sobre parimetros neuroquimicos,
comportamentais e morfologia de astrdécites em ratos. Porto Alegre: UFRGS,
1996. Tese de Doutorado.

ROCHA, E.; ACHAVAL, M.; SANTOS, P.; RODNIGHT, R. Lithium treatment
causes gliosis and modifies the morphology of hippocampal astrocytes in rats.
Submetido a revista Neuroreport.

ROCHA, E.; RODNIGHT, R. Chronic Administration of Lithium Chloride Increases
Immunodetectable Glial Fibrillary Acidic Protein in the Rat Hippocampus. J.
Neurochem., 63(4): 1582 - 1584, 1994.

RODNIGHT, R.; ZAMANI, R.; TWEEDALE, A. An investigation of experimental

conditions for studying protein phosphorylation in micro-slices of rat brain by
two-dimensional electrophoresis. J. Neurosc. Methods, 24: 27 - 38, 1988.

69



SANTOS, P. Efeito do tratamento cronico com litio sobre o hipocampo de ratos
adultos: abordagem morfologica e imunocitoquimica. Porto Alegre: UFRGS,
1996. Dissertacio de Bacharelado em Ciéncias Biologicas com énfase em

Bioquimica.

SCHMIDT-KASTNER, R.; FREUND, T. F. Selective vulnerability of the
hippocampus in brain ischemia. Neuroscience, 40/3: 599 - 636, 1991.

SCHNITZER, J.; FRANKE, W.W.; SCHACHNER, M. Immunocytochemical
demonstration of vimentin in astrocytes and ependymal cells of developing and
adult mouse nervous system. J. Cell Biol., 90: 435 - 447, 1981.

SCHOU, M. Lithium Treatment of Manic-Depressive Ilness - A Pratical Guide,
edited by S. Karger, Basel- Miinchen- Paris- London- New York- Sydney,

1980.

SELVIN-TESTA, A.; LOIDL, C. F.; LOPEZ-COSTA, I. J.; LOPEZ, E. M.; PECCI-
SAAVEDRA, J. Prolonged Lead Exposure Modifies Astrocyte Cytoskeletal
Proteins in the Rat Brain. Neurotoxicol., 16: 389 - 402, 1994,

SIEVERS, J.; HARTMANN, D.; PEHLEMANN, F. W.; BERRY, M. Development
of astroglial cells in the proliferative matrices, the granule cell layer, and the
hippocampal fissure of the hamster dentate gyrus. J. Comp. Neur., 320: 1 -32,
1992.

STANFIELD, B. B.; COWAN, W. M. The development of the hippocampus and
dentate gyrus in normal and reeler mice. J. Comp. Neur., 185: 423 - 460, 1979.

STERNBERGER, L. A. Immunocytochemistry. Chiester, Wiley & Sons. 1979.
338p.

STRINGER, J. L. Repeated seizures increase GFAP and vimentin in the
hippocampus. Brain Res., 717: 147 - 153, 1996.

TRAVIS, J. Glia: the brain’s other cells. Science, 266: 970 - 972, 1994.

TSACOPOULOS, M.; MAGISTRETT], P. J. Metabolic coupling between glia and
neurons. J. Neurosc., 16/3: 877 - 885, 1996.

VALLES, S.; PITARCH, J.; RENAU-PIQUERAS, J; GUERRLI, C. Ethanol exposure
affects glial fibrillary acidic protein gene expression and transcription during rat
brain development. J. Neurochem., 69: 2484 - 2493 1997.

VALLES, S.; SANCHO-TELLO, M.; MI NANA, R.; CLIMENT, E.; RENAU-
PIQUERAS, J.; GUERRI, C. Glial fibrillary acidic protein expression in rat
brain and in radial glia culture is delayed by prenatal ethanol exposure. J.
Neurochem., 67: 2425 - 2433, 1996.

70



VAN DEN BERG, K. J.; GRAMSBERGEN, J. B. P. Long-term changes in glial
fibrillary acidic protein and calcium levels in rat hippocampus after a single
systemic dose of kainic acid. Ann. New York Acad.of Sci.: 394 - 401.

VERNADAKIS, A. Glia-neuron intercommunications and synaptic plasticity.
Progress in Neurob., 49: 185 - 214, 1996.

VOIGT, T. Development of glial cells in the cerebral wall of ferrets: direct tracing of
their transformation from radial glia into astrocytes. J. Comp. Neur., 289: 74 -
88, 1989.

WANG, H.-Y.; FRIEDMAN, E. Chronic lithium: desensitization of autoreceptors
mediating serotonin release. Psychopharmac., 94: 312 - 314, 1988.

WANG, H.-Y.; FRIEDMAN, E. Lithium inhibition of protein kinase C activation-
induced serotonin release. Psychopharmac., 99: 213 - 218, 1989.

WENZEL, J.; LAMMERT, G.; MEYER, U.; KRUG, M. The influence of long-term
potentiation on the spatial relationship between astrocyte processes and
potentiated synapses in the dentate gyrus neuropil of rat brain. Brain Res., 560:
122 - 131, 1991.

WOFCHUK, S. T.; RODNIGHT, R. Glutamate Stimulates the Phosphorylation of
Glial Fibrillary Acidic Protein in Slices of Immature Rat Hippocampus Via a
Metabotropic Receptor. Neurochem. Int., 24: 517 - 523, 1994.

WU, D.; JHAVERI, S.; SCHNEIDER, G. E. Glial environment in the developing
superior colliculus of hamsters in relation to the timing of retinal axon ingrowth.
J. Comp. Neur., 358: 206 - 218, 1995.

WYSS, J. M;; VAN GROEN, T. The limbic system. /n: CONN, P. M. (ed.),
Neurosc. in Medicine., Philadelphia, J. B. Lippincott Company, 1995.

YANES, C.; MONZON-MAYOR, M.; GHANDOUR, M. S.; BARRY, J. DE;

GOMBOS, G. Radial glia and astrocytes in developing and adult telencephalon

- of the lizard Gallotia galloti as revealed by immunohistochemistry with anti-
GFAP and anti-vimentin antibodies. J. Comp. Neur., 295: 559 - 568, 1990.

ZILLES, K; HAJOSF.; KALMAN, M.; SCHLEICHER, Z. Mapping of glial
fibrillary acidic protein-immunoreactivity in the rat forebrain and
mesencephalon by computerized image analysis. J. Comp. Neurol., 308: 340 -
355, 1991

71





