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RESUMO 



A isquemia cerebral é caracterizada por uma redução severa ou por um completo 

bloqueio do fluxo sanguíneo ao cérebro. Sabe-se que este insulto causa um aumento dos 

níveis intracelulares de cálcio, desencadeando numerosos processos bioquímicas, em 

particular a ativação de proteases dependentes de cálcio como a calpaína. Sabe-se 

também que as subunidades constituintes dos neurofilamentos (NF-H,NF-M,NF-L) são 

muito sensíveis à ação da calpaína. 

O modelo experimental utilizado para induzir isquemia em ratos foi o método de 

oclusão dos quatro vasos. Este método consiste na obstrução, por eletrocoagulação, das 

artérias vertebrais e, após 24 horas, a oclusão das artérias carótidas comuns por 

ajustamento de fios de silicone, durante 20 minutos. Ao final da isquemia, os animais 

foram sacrificados em diferentes tempos de reperfusão: O( imediato), 1 ,2,3, 7,1 O e 15 dias. 

Neste trabalho estimamos, ao longo dos diferentes tempos de reperfusão, a 

concentração das subunidades dos neurofilamentos (NF-H,NF-M,NF-L) e dos filamentos 

gliais (GFAP), bem como a incorporação in vitro de 32P em proteínas do citoesqueleto. 

Além disso, foi feito o estudo da incorporação in vitro de 14C-Ieucina nas proteínas da 

fração FI. 

Para a análise quantitativa e da incorporação in vitro de 14C-Ieucina, foi utilizada 

a fração enriquecida em filamentos intermediários (fração FI), que é extraída em tampão 

de alta força iônica, na presença de Triton X-1 00. A fração FI foi quantificada, analisada 

por SDS-PAGE 1 O% e as subunidades dos filamentos intermediários foram quantificadas 

por densitometria. 
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Os resultados obtidos demonstraram que a isquemia cerebral transitória causou 

uma diminuição na concentração das subunidades dos filamentos intermediários 

presentes na fração FI até o 2° dia de reperfusão. Como não se detectou diminuição na 

síntese de proteínas totais da fração FI neste intervalo, é provável que a diminuição da 

concentração das subunidades dos filamentos intermediários não seja causada por uma 

diminuição de síntese. 

O estudo da incorporação in vitro de 32P nas proteínas citoesqueléticas teve o 

objetivo de verificar se o estado de fosforilação destas proteínas poderia estar 

relacionado à provável degradação sofrida pelas mesmas. Para a análise da incorporação 

de 32P in vitro, foi utilizada a fração citoesquelética, obtida por extração na presença de 

Triton X-100. 

A isquemia cerebral transitória causou uma diminuição da incorporação in vitro 

de 32P na NF-M e NF-L até o 1 o dia de reperfusão, sendo que os valores retornaram aos 

níveis do controle a partir do 2° dia. Sugerimos que a diminuição da fosforilação tenha 

tornado estas subunidades mais suscetíveis à proteólise dependente de cálcio. 

A recuperação parcial da concentração das subunidades dos filamentos 

intermediários após o 3° dia de reperfusão foi acompanhada pela recuperação da 

fosforilação e pelo aumento da incorporação in vitro de 14C-Ieucina nas proteínas do 

citoesqueleto. Possivelmente, a capacidade de recuperação apresentada é proveniente 

das células hipocampais que sobreviveram ao insulto isquêmico, sugerindo mecanismos 

regulatórios distintos nos diferentes setores do hipocampo. 
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I. INTRODUÇÃO 



1.1 CITOESQUELETO 

As primeiras observações da matriz celular datam de 1820, quando van 

Leeuwenhock descreveu uma matriz eticamente vazia. Até o século XIX, pensava-se que 

o citoplasma consistia de um fluido sem organização, onde localizavam-se ao acaso os 

demais constituintes celulares. 

A partir de 1820, os primeiros observadores da matriz citoplasmática utilizaram 

microscópios ópticos e equipamentos muito simples, que normalmente geravam artefatos. 

Ainda assim, muitos pesquisadores defendiam a idéia de que o interior celular 

apresentava uma organização particular . 

Neste contexto, Felix Dujardin (1801-1860), em 1835, caracterizou a matriz 

citoplasmática como uma substância clara, gelatinosa e transparente. Dujardin observou, 

ainda, que esta era insolúvel na água, contraída dentro de massas globulares, pegajosa 

(aderia às agulhas de dissecção), estirava-se como muco e ocorria em todas as células 

que ele havia examinado. Assim, gradualmente foi emergindo, através de observações 

e pensamentos de contemporâneos de Dujardin, a idéia de que o hialoplasma (nome 

dado ao citoplasma, na época) deveria ser altamente organizado. 

A partir de 191 O, observações em células intactas e a utilização de equipamentos 

mais aperfeiçoados permitiram aos pesquisadores a utilização de novas estratégias, como 

a observação do comportamento de substâncias injetadas na matriz. Baseado nestes 

ensaios e em muitos outros, Joseph Needham, em 1937, utilizaria o termo "esqueleto 

celular" pela primeira vez. Scarth (1942) sustentaria esta idéia, baseado nas suas 
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observações de polaridade, localização de substâncias e ordenação no arranjo de 

unidades do núcleo em ovos de animais marinhos. 

A partir de 1945, o uso do microscópio eletrônico possibilitou maiores avanços 

no conhecimento do esqueleto celular, através de imagens mostrando arranjos 

filamentosos tridimensionais. Posteriormente, técnicas bioquímicas e imunológicas 

avançadas permitiram melhores explorações do interior celular. Várias das propriedades 

presentes nas células eucarióticas são devidas à presença do citoesqueleto que se 

estende por todo o citoplasma. Uma vez que o citoesqueleto está ausente nas bactérias, 

ele deve ser fator fundamental na evolução das células eucarióticas. 

Atualmente, sabe-se que o esqueleto celular ou citoesqueleto é composto por 

uma rede proteicaenvolvida em muitas funções como divisão celular, aderência da célula 

a substratos (Bray e White, 1988), contração muscular (Cooke, 1986), movimento ativo de 

organelas no citoplasma (Birchmeier, 1984) e mudanças de forma de embriões de 

vertebrados em desenvolvimento (Aibert et ali., 1989) . 

O citoesqueleto é composto por três elementos morfológicos bem determinados: 

microfilamentos, filamentos intermediários e microtúbulos. 

Os microtúbulos, com 25 nm de diâmetro, foram os primeiros componentes do 

citoesqueleto a serem caracterizados, em 1963, por Slautterback. Em 197 4, Lazarides e 

Weber descreveram os microfilamentos, assim denominados devido ao pequeno diâmetro 

de seus filamentos (7nm). Osborn e colaboradores, em 1977, descreveram os filamentos 

intermediários, que receberam esta denominação pelo diâmetro intermediário entre as 

duas primeiras redes descritas (1 Onm). 
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Além destas três redes descritas, Wolosewick e Porter, em 1979, observaram 

uma malha tridimensional interconectando microfilamentos, filamentos intermediários, 

microtúbulos e organelas celulares. Os filamentos desta malha, que possuem diâmetro 

que varia entre 3 e 8 nm, com comprimento de 30 a 150 nm, foram denominados 

microtrabéculas (Porter e Kuruda, 1987). Todavia, a natureza bioquímica desta rede é 

desconhecida e alguns autores a consideram artefato de técnica, sendo sua existência 

no citoplasma ainda discutida. 

Os microfilamentos são compostos por subunidades de actina monomérica, com 

peso molecular de 42 kDa, dispostas em homopolímeros lineares. Situam-se em regiões 

da célula sujeitas a estiramentos (Brabander, 1983) e associam-se a partir de 

subunidades solúveis, utilizando ATP como fonte de energia. 

Os microtúbulos são formados de tubulina monomérica e assemelham-se a tubos 

ocos. A tubulina é um heterodímero formado por duas subunidades globulares 

associadas, chamadas alfa e beta-tubulina, com pesos moleculares de 56 kDa e 54 

kDa, respectivamente. Ao polimerizar, a tubulina forma protofilamentos lineares, onde 

dispõem-se alternadamente as subunidades alfa e beta, ficando a subunidade alfa de um 

protofilamento em contato com a subunidade beta de outro. O microtúbulo completo 

possui 13 protofilamentos dispostos lado a lado, ao redor de um núcleo aparentemente 

vazio. 

Os microtúbulos são estruturas polares, com um polo positivo de rápido 

crescimento, e um polo negativo de crescimento lento (Aibert et ai., 1989). Quando 

polimerizam para formar o microtúbulo, as subunidades alfa e beta hidrolisam uma 
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molécula de GTP (Weisenberg, 1972). 

A tubulina, assim como as outras proteínas do citoesqueleto, sofre modificações 

pós-traducionais. As mais importantes são a acetilação (Murata et ai., 1986), a 

detirosinação (Barra et al.,1988) e a fosforilação (Wandossel et al.,1986). Embora não 

exista relação direta entre estas modificações e a associação dos microtúbulos, 

evidências sugerem que microtúbulos com tubulina acetilada e/ou detirosinada são mais 

estáveis (Gundersen et ai., 1987). 

Os microtúbulos são os constituintes do citoesqueleto mais estudados até hoje. 

Sabe-se que eles são indispensáveis em muitos processos dinâmicos, como 

sinaptogênese (Shelansky e Feit, 1972) ou batimento de cílios e flagelos (Gibbon, 1981 ). 

Os filamentos intermediários são mais insolúveis que a maioria dos outros 

constituintes do citoesqueleto, formando o grupo mais estável e numeroso. Além disso, 

eles têm sido identificados em virtualmente todos os tipos celulares diferenciados. Os 

filamentos intermediários são agrupados em uma só categoria, devido a características 

comuns, e subdivididos em 5 grupos, de acordo com propriedades bioquímicas e 

imunológicas específicas (Tabela 1 ). Estas estruturas estão envolvidas em processos 

dinâmicos como mitose, citocinese, mudanças na forma celular, transporte celular e 

mecanismo de adesão, entre outros (Geiger, 1987). Porém, sua principal função é a de 

integrador do espaço intracelular (Bioemendal e Pieper, 1989). 

As subunidades constituintes dos filamentos intermediários são monômeros com 

pesos moleculares que variam de 40 a 200 kDa, expressas por uma família multigênica 

extremamente complexa. São moléculas proteicas fibrosas com três regiões distintas em 
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sua estrutura: regiões central, carboxi-terminal e amino-terminal (Figura 1 ). A região 

central possui uma estrutura secundária rígida em alfa-hélice, interrompida por segmentos 

não helicoidais, apresentando comprimento e sequência de aminoácidos altamente 

conservados.As regiões amino e carboxi-terminal diferem no tamanho e sequência de 

aminoácidos, conferindo propriedades físico-químicas e imunológicas distintas para cada 

subunidade formadora dos filamentos intermediários (Bioemendal e Pieper, 1989), embora 

duas curtas sequências de resíduos carregados positiva e negativamente nas regiões 

carboxi e amino-terminal tenham revelado uma alta conservação entre os diferentes tipos 

de proteínas destes filamentos (Conway e Parry, 1988; Letai et ai., 1992). 

A polimerização dos filamentos intermediários envolve primeiramente a interação 

de dois monômeros, através da região central, para formar um dímero (Figura 2). A 

seguir, dois dímeros interagem de maneira antiparalela, formando um tetrâmero ou 

protofilamento (Geisler et ai., 1985). Esta organização anti paralela nos tetrâmeros faz com 

que os filamentos intermediários sejam estruturas efetivamente apoiares (Geisler et 

al.,1985), ao contrário dos microtúbulos e microfilamentos. Posteriormente, seis a oito 

protofilamentos associam-se para formar o filamento intermediário (Bioemendal e 

Piper, 1989). 

Modificações pós-traducionais ocorrem em todas as proteínas dos filamentos 

intermediários, embora elas não sejam completamente compreendidas. Estas 

modificações incluem fosforilação (Nixon et ai., 1987), proteólise ativada por cálcio 

(Zimmerman, 1982; Gallant et ai., 1986) e, talvez, glicosilação (Vidrich et ai., 1982). A 

maioria destas modificações ocorre nas extremidades amino e carboxi-terminal das 
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moléculas de filamento intermediaria, onde as enzimas necessárias têm melhor acesso 

(Steinart e Roop, 1988) e, provavelmente, regulam as funções e dinâmica dos filamentos 

na célula. 

Tabela1: Classificação dos filamentos intermediários (FI) e suas origens celulares 
(Bioemendal e Pieper, 1989). 

Proteínas dos FI Tipo celular Massa molecular em kDa 

Queratinas ácidas Epitélio 40-70 

Queratinas básicas 40-70 

Vimentina Células mesenquimais e 57 

maioria das células em 

cultura 

Desmina Células musculares 50 

GFAP (Proteína Glial Astrócitos 52 

Fibrilar ácida) 

Neurofilamentos Neurônios 68, 150, 200 
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Região 
amino
terminal 

I I REGIÃO CENTRAl 

Região 
carboxi
terminal 

NH2 COOH 

I I I 

Fig. 1: Esquema de uma subunidade de filamento intermediário. 
(Bioemendal e Pieper, 1989). 
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.--...oc ..... ·•'\'=--- Monômem 
de FI 

10 nm 

Fig.2: Polimerização das subunidades proteicas dos filamentos intermediários (FI). 
Dois monômeros de FI interagem formando um dímero; a seguir dois dímeros se 
combinam formando um protofilamento. Seis a oito protofilamentos se combinam e 
formam uma molécula de FI (Bioemendal e Pieper, 1989). 
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Muitas das funções biológicas dos microfilamentos , microtúbulos e filamentos 

intermediários dependem da existência de proteínas associadas, as quais desempenham 

funções diversas, como a ligação entre os filamentos ou a outros componentes celulares, 

como a membrana plasmática (Birchmeier, 1984; Georgatos e Marchesi, 1985; Granger e 

Lazarides,1981). Podem, ainda, controlar a polimerização dos microfilamentos e 

microtúbulos, regulando sua velocidade e extensão ou interagir com filamentos para 

produzir movimentos, como a contração muscular e o batimento de cílios e flagelos. 

1.2. CITOESQUELETO DAS CÉLULAS NEURONAIS 

O citoesqueleto dos neurônios é composto principalmente por microfilamentos, 

microtúbulos e neurofilamentos. 

Existe uma grande quantidade de actina nas células nervosas. No entanto, muito 

pouco é conhecido sobre sua localização ultraestrutural sob forma de microfilamentos. 

Alguns pesquisadores sugerem que os microfilamentos se apresentam como uma rede 

nos cones de crescimento (Yamada et ai., 1971 ). Estudos com meromiosina marcada 

sugerem a presença de microfilamentos submembranosos em axônios e corpos celulares 

(Bray, 1977). 

Os microtúbulos estão relacionados a inúmeros processos fisiológicos no sistema 

nervoso, como transporte axonal (Grafstein, 1980), liberação de neurotransmissores, 

crescimento de neuritos e sinaptogênese (Shelansky e Feit, 1972). Os microtúbulos 
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dispõem-se uniformemente nos dendritos (Wuerner e Kirkpatrick, 1982), mas nos axônios 

estão organizados em pequenos feixes longitudinais descontínuos, entrecruzados com 

os neurofilamentos (Schnapp e Reese, 1982). Existem várias proteínas associadas à 

microtúbulos, sendo as mais importantes as MAP-2 (microtubule associated protein -2) 

(Caceres et ai., 1984; De Camilli et ai., 1984; Huber e Matus, 1984), MAP-1 b, MAP-3, MAP-

60 kDa e as proteínas chamadas " tau factors" (Binder et ai., 1985). Estas proteínas 

(MAPs e tau) parecem ter a função de promover a polimerização dos microtúbulos e a 

ligação entre microtúbulos e filamentos intermediários, desempenhando um importante 

papel na organização do citoesqueleto axonal (Fraser et ai., 1987). 

Tem sido demonstrado que os microtúbulos estão sujeitos à influência de fatores 

externos. Em córtex cerebral de ratos submetidos à desnutrição proteica pós-natal, foi 

detectado um aumento da fosforilação in vitro nas alfa e beta-tubulinas (Valente et 

al.,1992). No entanto, em cerebelo, a capacidade de incorporação de 32P in vitro nas 

tubulinas parece não ser afetada pela desnutrição proteica pós-natal (Mattos et ai., 1993). 

Alfa e beta-tubulinas também sofrem modificações ao longo do desenvolvimento, durante 

o qual ocorre um aumento nas concentrações destas subunidades, sendo este aumento 

afetado pela desnutrição protéica (Mattos et ai., 1994). 

Os filamentos intermediários dos neurônios são os neurofilamentos. Dentre os 

constituintes do citoesqueleto neuronal, os neurofilamentos são os mais abundantes, 

particularmente nos axônios (Hoffman et ai., 1987). Os neurofilamentos são constituídos 

por um triplete de subunidades proteicas com pesos moleculares aproximados de 200 

(NF-H), 150 (NF-M) e 68kDa (NF-L). A organização estrutural do neurofilamento foi 
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examinada utilizando-se anticorpos específicos para cada subunidade formadora do 

triplete (Figura 3). Os resultados demonstraram que cada componente do triplete origina 

primariamente os protofilamentos, os quais se associam através da região central para 

formar o neurofilamento completo. Assim, a subunidade de 68kDa forma o filamento 

propriamente dito, enquanto a subunidade de 150kDa enrola-se helicoidalmente ao redor 

deste corpo. A subunidade de 200kDa dispõe-se sobre a superfície desta estrutura, 

formando braços laterais a intervalos de 40-100nm (Hirokawa et al.,1984) que fazem 

conexão entre os filamentos e com outras estruturas celulares (Sharp et ai., 1982; 

Tokutake et ai., 1986). Embora todas as três subunidades contenham a região central em 

alfa-hélice, somente a NF-L se associa em filamentos de 1 O nm de diâmetro in vítro. 

Experimentos feitos com NF-L recombinantes de camundongo revelaram que a 

associação in vitro do NF-L requer tanto a região amino-terminal quanto a carboxi

terminal. Enquanto a região amino-terminal promove a associação lateral de 

protofilamentos em protofibrilas, a região carboxi-terminal controla a associação dos 

protofilamentos até terminarem ao nível de 1 O nm (Heins et ai., 1993). 

A região carboxi-terminal das subunidades NF-M e NF-H está relacionada à 

conexão de neurofilamentos entre si e com outros elementos do citoesqueleto (Sharp et 

ai., 1982). Nos axônios, onde os neurofilamentos possuem uma disposição paralela e 

longitudinal, estas conexões são mais abundantes. No corpo celular, o número de 

conexões está reduzido a 40% em relação ao dos axônios, estando os neurofilamentos 

orientados ao acaso. Nos dendritos, embora haja uma organização paralela, o número 

de conexões é de 60% em relação ao dos axônios (Hisanaga e Hirokawa, 1989). Os 
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150 kiJa 200 kiJa 68 kiJa 

Fig.3: Esquema da organização dos componentes do triplete proteico dos 
neurofilamentos (Tokutake, 1990). 
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neurofilamentos estão presentes em maior quantidade nos axônios do que no corpo 

celular (Drake e Lasek, 1984), estando ausentes ou esparsamente distribuídos nos 

dendritos (Wuerner e Kirkpatrick, 1972). 

Alguns autores descreveram uma proteína de 66kDa como uma subunidade dos 

neurofilamentos e outros como uma proteína associada a NF (Liem et ai., 1985), pois ela 

possui características comuns às subunidades de neurofilamentos. Dentre estas 

características, destacam-se composição de aminoácidos, massa molecular, ponto 

isoelétrico, especificidade antigênica, localização axonal e capacidade de associação in 

vitro, formando filamentos de 1 O nm (Chiu et ai., 1989). 

Czosnek et ai., (1980), utilizando medula espinhal de coelho, fizeram um estudo 

sobre a biossíntese dos neurofilamentos. Foi demonstrado que as subunidades do triplete 

são sintetizadas como tal, não se originando da degradação de um precursor maior. 

Os neurofilamentos, segundo alguns autores, estão relacionados à função 

neuronal, contribuindo para a sustentação mecânica ao longo do axônio (Lasek et 

ai., 1983) e manutenção e determinação do calibre axonal (Kiymkoswky et ai., 1989), 

sendo o diâmetro do axônio o principal fator determinante da velocidade de condução nas 

fibras nervosas. 

A suscetibilidade dos neurofilamentos à fatores externos já é bem conhecida. Foi 

demonstrado que os neurofilamentos sofrem alteração na quantidade em condições de 

baixa temperatura (Piezzi e Cavicchia, 1981 ), de aumento da atividade neuronal (Aivarez 

et ai., 1982) e após axotomia (Dick et ai., 1985) e administração de hormônios ou 

substâncias tóxicas (Griffin et ai., 1983). 
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A distribuição dos neurofilamentos no axônio também é alterada pela ação de 

algumas substâncias químicas. Os compostos orgânicos n-hexano, metil n-butil cetona, 

2,5-hexanediona, dissulfito de carbono e acrilamida causam acúmulo de neurofilamentos 

na porção distai do axônio (Sayre et ai., 1985). Esta alteração morfológica também ocorre 

na neuropatia do axônio gigante (Pena, 1982; Monaco et al.,1985). Outras substâncias 

tóxicas como ~. W - iminodipropionitrilo (Ciark et ai., 1980) e alumínio causam acúmulo 

dos neurofilamentos na porção proximal dos axônios (Sayre et ai., 1985). 

Em nosso laboratório também foram demonstradas alterações na concentração 

dos neurofilamentos de diversas estruturas cerebrais submetidas a diferentes modelos 

experimentais. A desnutrição protéica pós-natal causou um aumento na concentração das 

subunidades de 150 e 68 kDa em córtex cerebral de ratos adultos reabilitados 

nutricional mente (Paz et ai., 1991 ), enquanto que em cerebelo de ratos jovens submetidos 

ao mesmo modelo experimental, houve um aumento na concentração das subunidades 

de 200 e 150 kDa, sendo este efeito ausente nos adultos (Mattos et al.,1993). Em ratos 

submetidos à fenilcetonuria, metilmalonicacidemia e hiperprolinemia experimentais, houve 

uma diminuição na concentração da subunidade de 200 kDa em córtex cerebral, sem 

ocorrência de alteração quantitativa nas subunidades dos neurofilamentos em cerebelo 

(Rubin et al.,1992). 
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1.3. FOSFORILAÇÃO DE PROTEÍNAS 

Os sistemas de fosforilação de proteínas são formados por três componentes 

principais: proteínas quinases, substratos fosforiláveis e proteínas fosfatases 

(O' Callaghan, 1994). 

As proteínas quinases são transferases que utilizam ATP como doador de grupos 

fosfato e, de um modo geral, dependem de Mg+2 como cofator (0' Callaghan, 1994; 

Lenhinger, 197 5). Os substratos protéicos fosforiláveis são o segundo componente destes 

sistemas, sendo os grupos fosfato incorporados nos resíduos de serina, treonina e 

tirosina destas moléculas (O' Callaghan, 1994). 

Uma vez fosforilados, os substratos são sujeitos à desfosforilação, pela ação de 

proteínas fosfatases. As principais fosfatases nas células são as do tipo 1 (PP1) e 2A 

(PP2A) (Sim et ai., 1992). Além destas, são conhecidas as fosfatases dependentes de 

ca+2 e Mg+2
, PP2B (calcineurina) e PP2C (Kiee et ai., 1988; Klee e Cohen, 1988; 

Merlevade, 1985). 

As quinases e fosfatases estão presentes em altas concentrações no sistema 

nervoso central, sendo a fosforilação de proteínas um importante mecanismo molecular 

na mediação das diversas funções deste complexo sistema (O' Callaghan, 1994). Estas 

funções celulares incluem metabolismo, biossíntese e liberação de neurotransmissores, 

atividade de receptores, expressão gênica, transporte axonal, condutância de canais 

iônicos, forma e mobilidade neuronal, elaboração de processos dendríticos e axonais, 

bem como desenvolvimento e manutenção das características diferenciadas dos 

16 



neurônios (Nestler e Greengard, 1984; Wallas e Greengard, 1987). O fato de sistemas de 

fosforilação de proteínas serem muito mais ativos no tecido nervoso do que em outros 

tecidos enfatiza a importância deste tipo de modificação pós-traducional na regulação da 

função do sistema nervoso (Nestler et ai., 1989). Atualmente, é de plena aceitação que 

este mecanismo representa a modificação pós-traducional dominante através da qual as 

células neuronais integram os efeitos de sinais extracelulares (Browning et ai., 1985; 

Hemmings et al.,1989; Wallas e Greengard,1991). 

Atualmente, existem evidências de que uma grande variedade de agentes 

reguladores produzem diversos tipos de respostas biológicas, dentro e fora do sistema 

nervoso, através da regulação do estado de fosforilação de substratos protéicos 

específicos nos tecidos-alvo. Além disso, numerosas interações têm sido encontradas 

entre os vários sistemas de fosforilação de proteínas, indicando que as vias moleculares 

através das quais agentes reguladores produzem respostas biológicas específicas 

frequentemente convergem ao nível de fosforilação de proteínas (Nestler e Greengard, 

1984). Muitos destes agentes regulam a fosforilação de proteínas pela alteração dos 

níveis intracelulares dos segundos mensageiros AMPc, GMPc ou cálcio. Outros parecem 

regular a fosforilação de proteínas através de mecanismos que não envolvem estes 

segundos mensageiros (Nestler e Greengard, 1984) (Fig.4). 

No Sistema Nervoso Central, são conhecidas cinco classes de proteínas 

quinases: proteína quinase dependente de AMPc (PKA), proteína quinase dependente 

de GMPc (PKG), proteína quinase dependente de Ca+2/Calmodulina (CaMK), proteína 

quinase dependente de Ca+2/fosfolipídios (PKC) e proteína quinase tirosina-específica 
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Hormônios Neurotransmissores 

lnterferon 
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Fig.4: Diagrama esquemático do papel da fosforilação de proteínas na mediação de alguns dos efeitos biológicos de uma 
variedade de agentes regulatórios. Muitos destes agentes regulam a fosforilação de proteínas alterando os níveis 
intracelulares dos segundos mensageiros AMPc, GMPc ou ca+2

. Outros agentes parecem regular a fosforilação de 
proteínas por mecanismos que não envolvem segundos mensageiros. 

Adaptado de Nestler e Greengard (1984) Protein Phosphorylation in The Nervous System. John Wiley & Sons ed., 
Neurosciences lnstitute Publication, New York. 
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(PTK), independente de segundo mensageiro.(O' Callaghan,1994). No entanto, a 

regulação da fosforilação de proteínas não deve ser atribuída simplesmente à ação das 

cinco classes conhecidas de quinases, devendo-se considerar também a diversidade de 

substratos que são fosforilados por uma dada quinase (O'Callaghan, 1994). 

A atividade fisiológica de um substrato protéico depende de seu estado de 

fosforilação. Assim, as atividades relativas das proteínas quinases e das proteínas 

fosfatases determinam o estado de fosforilação e a atividade fisiológica do substrato. 

Os neurofilamentos são os maiores constituintes do citoesqueleto e estão entre 

as proteínas neuronais mais altamente fosforiladas. Lazarides (1982) foi quem primeiro 

sugeriu que a função dos filamentos intermediários poderia ser regulada pela fosforilação. 

Sabe-se que as subunidades fosforiladas encontram-se principalmente no axônio, 

enquanto as não fosforiladas são detectadas no corpo celular e dendritos (Hisanaga et 

ai., 1991 ). A fosforilação regula a capacidade de associação das três subunidades para 

formar o neurofilamento e modula as interações destas subunidades com outras proteínas 

citoesqueléticas (Julien e Mushinski, 1982). 

As subunidades dos neurofilamentos são fosforiladas nas extremidades carboxi 

e amino-terminal por diferentes quinases (Nixon e Sihag, 1991 ). A extremidade amino

terminal é alvo, in vitro, para proteínas quinases dependentes de segundo mensageiro, 

principalmente proteína quinase C (proteína quinase dependente de cálcio efosfolipídios) 

e proteína quinase A (proteína quinase dependente de AMPc) (Nixon e Sihag, 1991 ). A 

extremidade carboxi-terminal, por outro lado, é preferencialmente substrato para proteínas 

quinases independentes de segundo mensageiro, associadas à neurofilamentos (Nixon 
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e Sihag, 1991). Em nosso laboratório também foi detectada a fosforilação dos 

neurofilamentos pela proteína quinase dependente de Ca+2/Calmodulina (CaMK) 

(resultados não publicados). 

A fosforilação da extremidade amino-terminal está relacionada com a interação 

entre as diferentes subunidades dos neurofilamentos. Nas subunidades de 200 e 150 

kDa, a fosforilação deste sítio permite o ancoramento à subunidade de 68 kDa, formando 

o filamento. Na extremidade carboxi-terminal, a fosforilação está relacionada com a 

interação entre os filamentos e destes com as demais estruturas celulares (Julien e 

Mushynski, 1983; Nixon e Sihag, 1991 ). Sabe-se que as subunidades dos 

neurofilamentos com alto peso molecular (NF-H e NF-M) possuem um grande número de 

grupos fosfato em sua região carboxi-terminal (Julien e Mushynski, 1983).A subunidade 

de 150 kDa possui de 7 a 26 grupos fosfato por molécula e a de 200 kDa possui de 19 

a 104, enquanto a sub unidade de 68 kDa contém somente de 1 a 5 grupos fosfato por 

molécula (Jones e William Jr, 1982; Sihag e Nixon, 1989). 

A fosforilação dos neurofilamentos também pode ser alterada sob ação de 

drogas. Bizzi e Gambetti (1986) descreveram o aumento na fosforilação dos 

neurofilamentos na presença de f3,f3' - iminodipropionitrilo e o mesmo achado foi descrito 

por Eyer et ai., (1989) na presença de alumínio. Também já foi determinada a diminuição 

da fosforilação dos neurofilamentos na presença de 2,5 - hexanediona (Lapadula et 

ai., 1988). Abou-Donia et ai. ( 1988) demonstraram que organofosforados causam 

hiperfosforilação de proteínas do citoesqueleto, incluindo as três subunidades dos 

neurofilamentos, f3-tubulina e MAP-2, provavelmente pela ativação da CaMKII. 

20 



Há dados na literatura registrando que a fosforilação da a e da ~-tubulinas 

(Wandossel et ai., 1987; Luduena etal., 1988) e a fosforilação de proteínas associadas aos 

microtúbulos (Margolis e Rauch, 1981) podem exercer papel importante na regulação da 

polimerização dos microtúbulos, sendo os resíduos de serina e tirosina os aceptores de 

fosfato. Estes resíduos estão preferencialmente localizados na região carboxi-terminal das 

duas subunidades de tubulina e sugere-se que esta região esteja envolvida na regulação 

da polimerização, sendo a fosforilação de diferentes sítios determinante de diferentes 

efeitos sofre a formação dos microtúbulos (Wandossel et ai., 1987). 

1.4 ISQUEMIA CEREBRAL 

Lesões cerebrais de qualquer natureza têm consequências permanentes e podem 

resultar em sérias disfunções neurológicas. A isquemia constitui um mecanismo 

patofisiológico básico de lesão cerebral, sendo a recuperação neurológica dependente 

da severidade e duração da isquemia (O gata et ai., 1989). 

A isquemia é caracterizada por uma redução severa ou por um completo bloqueio 

do fluxo sanguíneo ao cérebro (Siesjo, B.K., 1978). Assim, devido à própria natureza desta 

injúria, a lesão resultante é produto da combinação de vários fatores patofisiológicos que 

interagem de forma complexa. 

São conhecidas várias formas clínicas de isquemia cerebral. A isquemia global 

transitória ocorre nos casos de parada cardíaca ou isquemia coronária severa. Já a forma 
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unifocal, praticamente irreversível, ocorre nos casos de acidentes vasculares trombóticos 

ou hemorrágicos. Existem ainda isquemia multifocal, quadros isquêmicos transitórios e 

isquemia secundária à hemorragia subaracnóide ou à traumatismo cerebral 
I 

(Meldrum,1990). Estas diferentes síndromes podem ser modeladas em animais com 

razoável acurácia. Um modelo básico de isquemia requer a oclusão das quatro principais 

artérias extracraniais no rato (oclusão dos quatro vasos, 4-VO) (Pulsinelli e Brierley, 1979). 

O segundo modelo de isquemia combina oclusão bilateral das artérias carótidas comuns 

com redução da pressão arterial média (oclusão dos dois vasos, 2-VO) (Smith et 

ai., 1984). Existem ainda outros modelos utilizados para induzir isquemia em ratos, como 

aumento artificial da pressão intracraniana (Ljunggren et al.,1974), parada cardíaca 

(Biomqvist e Wieloch, 1985), oclusões vasculares intratorácicas (LeMay et ai., 1988), 

compressão do pescoço (Diemer e Siemkowicz, 1981) e decapitação (Ogata et ai., 1989). 

Ratos submetidos a 2-VO e 4-VO apresentam morte neuronal importante na região CA 1 

hipocampal, com perda de até 90%, e lesões isquêmicas em CA3, bem como no estriado 

(Biomqvist e Wieloch, 1985; Evans et ai., 1987). 

Embora os insultos isquêmicos apresentem esta característica complexidade de 

alterações patofisiológicas, classicamente dois fatores são foco de interesse para a 

compreensão da lesão isquêmica. O primeiro foco envolve a circulação cerebral e o 

metabolismo energético do cérebro pós-isquêmico, baseado em argumentos que 

suportam a teoria de que distúrbios do fluxo sanguíneo comprometem o suprimento 

adequado de energia para a recuperação cerebral ( Pulsinelli et ai., 1983;Zaidan e Sims, 

1990; Jurkowitz-Aiexander et ai., 1992; Yamamoto et ai, 1990; Sims e Pulsinelli, 1987). 
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Outro foco de interesse aborda fatores intrínsecos da organização neuronal, tais como 

o esqueleto celular, a conectividade anatômica e ação de neurotransmissores e 

receptores em regiões vulneráveis específicas do cérebro (Ogata et ai., 1989; Schlaepfer 

et ai., 1985; Baudry et ai., 1981; Busija e Heistad, 1984; Lou et ai., 1987; Rubio et ai, 1991; 

Boakye et al.,1991; Raley-Susman e Lipton, 1990; Andiné et al.,1991). 

Os neurônios diferem em sua sensibilidade ao insulto isquêmico e em sua 

habilidade para recuperar-se de tal injúria. Assim, distintas regiões do cérebro 

apresentam-se mais suscetíveis do que outras ao dano neuronal causado por um período 

isquêmico global relativamente curto. Este fenômeno clássico da neuropatologia é 

conhecido como " vulnerabilidade seletiva " e os possíveis fatores que o determinam têm 

sido amplamente estudados na tentativa de elucidá-lo. Pulsinelli et ai. (1982a), 

comparando medidas do fluxo sanguíneo cerebral em ratos submetidos a isquemia, 

demonstraram que o neocórtex, hipocampo e estriado sofreram 95-98% de redução do 

fluxo, enquanto que no tálamo, cerebelo e tronco cerebral, o fluxo foi menos severamente 

reduzido. 

O hipocampo é uma estrutura que caracteriza a vulnerabilidade seletiva ao insulto 

isquêmico (Schmidt- Kastner e Freund, 1991 ). Anatomicamente, o hipocampo é uma 

estrutura em forma de C, no sentido do polo temporobasal para o dorsoseptal. Num plano 

frontal típico, visualiza-se as porções superior e inferior do hipocampo dorsal (Figura 5). 

De acordo com a terminologia "CA" de Lorente de Nó (1934), o setor CA1 contém células 

piramidais cobrindo a região dorsal. Existe um final bem definido do CA 1, onde as células 

piramidais tornam-se maiores, formando o setor CA2. A transição do setor CA2 para o 
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: 

Fig.5: Diagrama esquemático do hipocampo. Anatomicamente, o hipocampo é 
uma estrutura em forma de C, no sentido do polo temporobasal para o dorsoseptal. Num 
plano frontal típico, visualiza-se as porções superior (S) e inferior (I) do hipocampo dorsal. 
O setor CA 1 contém as células piramidais cobrindo a região dorsal. Ao final do CA 1, as 
células piramidais tornam-se maiores, formando o setor CA2. A transição do setor CA2 
para o CA3 ocorre na curvatura lateral. As células piramidais do setor CA3 correm para 
dentro do hilo (H) e giro denteado (GD). 
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CA3 ocorre em algum ponto da curvatura lateral, mas não detecta-se em materiais 

corados por técnicas de coloração convencionais. As células piramidais do setor CA3 

correm para dentro do hilo do giro denteado. 

O setor CA 1 do hipocampo é grandemente afetado pelo insulto isquêmico, com 

morte de aproximadamente 90% das células piramidais desta região (Pulsinelli et 

ai., 1982b), enquanto que o setor CA3 e o giro denteado são altamente resistentes. 

Caracteristicamente, os neurônios piramidais do CA 1 apresentam morte celular tardia, 

entre dois e sete dias após o episódio isquêmico (Pulsinelli e Brierley, 1979; Crain et 

al.,1988). Pulsinelli et ai. (1982b) descreveram um retardo no início da necrose neuronal 

e sua progressão até 72 horas após o insulto isquêmico. Estes mesmos autores 

observaram na região CA 1 que, após 24 horas de reperfusão, a percentagem de 

neurônios mortos foi de aproximadamente 20%, enquanto que após 72 horas, este índice 

foi superior a 90%. A partir de 4 dias de reperfusão, Johansen et ai. (1984) observaram 

que a camada de células piramidais do CA 1 estava preenchida por restos celulares e 

haviam somente poucos dendritos intactos. Paralelamente à progressão da necrose 

neuronal ocorrem reações gliais, detectadas pelo aumento de células da glia após 1-2 

dias de reperfusão, persistindo até 1 mês após o insulto isquêmico (Hatakeyama et 

ai., 1988). 

O hipocampo tem sido alvo de grande interesse nas pesquisas sobre mecanismos 

de memória (Squire, 1986). São conhecidos numerosos trabalhos sobre os distúrbios da 

memória após isquemia em ratos submetidos a várias situações comportamentais (C.A. 

Netto et ai., 1993; Volpe et ai., 1989; Davis et al.,1986 e 1987; Auer et ai., 1989). Dos 
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exemplos relatados sobre lesões em cérebro de humanos, são conhecidos alguns casos 

onde lesões do hipocampo estão associadas a amnésia (Cummings et ai., 1984; DeJong 

et al.,1969; Victor et ai, 1961; Volpe e Petito, 1985). 

Uma das hipóteses correntes para explicar a morte celular decorrente da 

isquemia cerebral é a da excitoxicidade. Dois principais tipos de mecanismos 

excitotóxicos podem ser distinguidos (Siesjo e Bengtsson, 1989; Rothman e Olney, 1986). 

O primeiro mecanismo consiste em um edema celular agudo causado pelo influxo 

exagerado de íons e água nos neurônios, decorrente da abertura de canais iônicos 

pelos aminoácidos excitatórios glutamato e aspartato. O segundo é um mecanismo de 

ação tardia, mediado por altos níveis intracelulares de cálcio, o qual pode ativar vários 

processos bioquímicas que desencadeiam a morte celular. 

Na isquemia, a hipótese excitotóxica é baseada em estudos que demonstram 

níveis extracelulares de glutamato aumentados durante o período isquêmico, e 

hiperatividade dos neurônios do CA 1 7-1 O horas após o insulto isquêmico. Corroboram 

esta hipótese os achados de alta concentração de receptores NM DA (N-metii-D-aspartato) 

na região CA 1 e proteção dos neurônios do CA 1 contra o dano isquêmico pelos 

antagonistas de receptores NMDA e por vários bloqueadores de canais iônicos (Wang 

et ai., 1992; Raley-Susman e Lipton, 1990; Gill et ai., 1987; Gill e Kemp, 1989; lzumiyama 

e Kogure, 1988; Rod e Auer, 1989). 

Numerosos processos bioquímicas são ativados por altos níveis de cálcio 

intracelular (Siesjo e Bengtsson, 1989; Choi, 1987), em particular a degradação de 

proteínas do citoesqueleto mediada pela calpaína, uma protease cálcio-dependente 
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(Ogata et al.,1989; Schlaepfer et ai., 1985; Baudry et ai, 1981 ). Estudos anteriores 

demonstraram que a calpaína I é distribuída em grandes quantidades nas regiões 

conhecidamente vulneráveis à isquemia, tais como as células piramidais do hipocampo 

e neocórtex (Ogata et ai., 1989). Lee et ai. (1991) demonstraram que, em hipocampo de 

gerbilo submetido à isquemia, o tratamento prévio com leupeptina, um inibidor da 

calpaína, protege contra a sua ação proteolítica sobre a espectrina. 

Assim como a espectrina, também outras proteínas do citoesqueleto, os 

neurofilamentos, são possivelmente alvo de ação da calpaína após isquemia. Ogata et 

ai. (1989) descreveram a degradação seletiva das subunidades NF-H e NF-M após 10 

e 15 min. de isquemia, respectivamente, enquanto que, após 20 min. de isquemia, não 

foram confirmadas a degradação da subunidade NF-L, da tubulina e da actina. Nakamura 

et ai. (1992), utilizando anticorpos, descreveram uma alteração na distribuição da NF-L 

e NF-H em hipocampo de gerbilo após isquemia. Adicionalmente, Wang et ai. (1991 e 

1992) obtiveram evidências da degradação da NF-L e NF-H, bem como um aumento da 

GFAP após lesão excitotóxica por NMDA no hipocampo. 

Em muitas doenças neurodegenerativas, ocorrem anormalidades na quantidade, 

distribuição ou constituição de proteínas citoesqueléticas (Goldman e Yen,1986). Na 

doença de Alzheimer, por exemplo, são observados acúmulos anormais de 

neurofilamentos em córtex e hipocampo (Hirano e Zimmerman, 1962; Curcio e 

Kemper,1984). Em injúria experimental de medula espinhal também foi observada 

degradação dos componentes dos neurofilamentos (Banik et ai., 1982). Os 

neurofilamentos desempenham papel importante não somente na manutenção da forma 
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celular, como também no sistema intracelular de transporte (Wuerker e Kirkpatrick, 1972; 

Grafstein e Forman, 1980). Assim, a degradação destas proteínas pode ser considerada 

uma das principais causas da morte neuronal (Nakamura et ai., 1992). 

Recentemente, alguns trabalhos têm demonstrado alterações na fosforilação de 

substratos endógenos após isquemia, principalmente pela perda de atividade da PKC 

(proteína quinase C) e CaMKII (proteína quinase 11 dependente de cálcio e calmodulina), 

decorrente de proteólise e/ou inibição ( Zivin et ai., 1990; Crumrine et el., 1990; 

Domanska-Janik e Zalewska, 1992; Aronowski et ai., 1992; Yamamoto et ai., 1990). No 

entanto, é descrito que a PKA (proteína quinase A) não sofre alteração nestas condições 

(Zivin et al.,1990). 

A síntese de proteínas após isquemia também tem sido alvo recente de pesquisa. 

Raley-Susman e Lipton (1990) encontraram uma diminuição na síntese de proteínas das 

células piramidais do CA 1 e um aumento de síntese nas células da glia e endotélio. 

Widman et ai. (1991), utilizando cérebro de gerbilo, demonstraram uma diminuição inicial 

na síntese protéica, com posterior aumento , seguido de nova queda e aumento, ao longo 

do tempo de reperfusão após isquemia. O autor também relaciona este aumento posterior 

da síntese protéica à proliferação astroglial e refere-se à oscilação descrita como um 

modo bifásico de injúria que pode estar relacionado à similares mudanças na homeostase 

do cálcio. 
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11. OBJETIVOS 



A isquemia cerebral afeta seletivamente diferentes populações neuronais. O setor 

CA 1 do hipocampo é o mais afetado, onde morrem aproximadamente 90% das células 

piramidais somente entre 2 e 7 dias após a isquemia. Estes dois fenômenos são 

conhecidos como 'Vulnerabilidade seletiva" e " morte celular tardia". No entanto, as 

causas destes fenômenos não são completamente compreendidas. 

O presente trabalho foi realizado com a intenção de averiguar a existência de 

uma relação entre o insulto isquêmico seguido de reperfusão e prováveis alterações nas 

proteínas do citoesqueleto das células hipocampais. 

Considerando que: 

a) os neurofilamentos são sensíveis à proteólise dependente de ca+2 mediada 

pela calpaína; 

b) o insulto isquêmico é acompanhado de uma entrada acentuada de cálcio para 

o interior das células; 

c) a fosforilação das subunidades dos neurofilamentos apresenta um efeito 

protetor contra a ação da calpaína, nossos objetivos foram: 

- Verificar o efeito da isquemia cerebral transitória (20 min.) e de diferentes 

tempos de reperfusão (0, 1 ,2,3,7, 10 e 15 dias) sobre a concentração das subunidadesdos 

filamentos intermediários (NF-H, NF-M, NF-L e GFAP) de hipocampo de ratos. 

- Verificar o efeito da isquemia cerebral transitória e dos diferentes tempos de 

reperfusão sobre o sistema fosforilante associado in vitro à fração citoesquelética. 
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111. MATERIAIS E MÉTODOS 



111.1. ANIMAIS 

Foram utilizados ratos Wistar adultos, de ambos os sexos, pesando de 250 a 

300g. Os animais foram alimentados com ração comercial (Germania) e tiveram livre 

acesso à comida e água. Todos os ratos foram mantidos em ambiente climatizado (25°C) 

com ciclo claro/escuro de 12 horas. 

111.2. PROCEDIMENTO DE ISQUEMIA CEREBRAL TRANSITÓRIA 

Os animais foram submetidos ao método de oclusão dos quatro vasos com 

modificações, segundo C.A. Netto et ali (1993). Este método reduz o fluxo sanguíneo 

cerebral para menos de 3% (Pulsinelli et ali, 1982). O procedimento foi realizado em dois 

estágios (Fig. 6). No primeiro dia, o animal foi anestesiado com halotano 2-4% (em ar 

ambiente) e posicionado em aparelho estereotáxico, fazendo-se uma incisão na linha 

média da nuca, para se ter acesso ao forâmen alar, na primeira vértebra cervical. Através 

do forâmen alar, foi introduzida a agulha de um eletrocautério e aplicada uma corrente 

para eletrocoagular a artéria. Assim, o fluxo pelas artérias vertebrais ficou obstruído. Este 

processo é denominado eletrocoagulação. A seguir, foi feita uma incisão na linha média 
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VAPORIZADOR 
( HALOTANO) 

MESA 
CIRÚRGIC:. 

ARTERIA 
CAROTIDA 
COMUM 

MASCARA 
ANESTESICA 

Fig. 6: Esquema do procedimento de isquemia cerebral transitória - método de 
oclusão dos quatro vasos, com modificações (C.A.Netto et ai., 1993). No primeiro dia, sob 
anestesia com halotano, com o animal em aparelho estereotáxico, é feita a 
eletrocoagulação das artérias vertebrais, com o auxílio de um eletrocautério. A seguir é 
feito o isolamento das artérias carótidas, através da colocação de um fio de silicone 
acoplado a um botão. No dia seguinte, utilizando um cone plástico, o botão é comprimido 
contra as artérias vertebrais durante vinte minutos. 
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da face anterior do pescoço e as artérias carótidas foram isoladas. Este procedimento foi 

feito através da colocação, ao redor das carótidas comuns, de um fio de silicone acoplado 

a um botão de mesmo material, no qual foi dado um nó. No dia seguinte, os animais 

foram contidos manualmente, sem uso de fármacos, e pessoas treinadas fizeram a 

manobra de oclusão das carótidas. Para tanto, foi utilizado um cone plástico com uma 

ranhura na extremidade de maior diâmetro para comprimir, durante 20 minutos, o botão 

de silicone contra as artérias carótidas. Tipicamente, os animais perdiam o reflexo de 

endireitamento dentro de 2 minutos. Aqueles que não cumpriram este critério ou que 

apresentaram convulsão durante o período isquêmico ou de reperfusão foram 

descartados. Terminado o episódio isquêmico, os fios de silicone foram liberados. Alguns 

animais foram sacrificados imediatamente (sem reperfusão) e outros foram sacrificados 

após 1, 2, 3, 7, 1 O ou 15 dias de reperfusão. Animais controle foram submetidos à 

procedimentos idênticos, exceto que os fios de silicone não foram apertados. Estudos 

prévios demonstraram que tais animais "sham-operados" não diferem dos controles não

operados (C.A. Netto et al.,1993). Neste trabalho, foram utilizados os dois tipos de 

controle. 

Foram, assim, constituídos 8 grupos experimentais para o presente estudo: 

animais controle (C), animais com morte imediata após o término da isquemia (imediato 

ou tempo zero) e animais com diferentes períodos de reperfusão: 1,2,3,7,10 e 15 dias. 
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111.3. HISTOLOGIA 

Aproximadamente 6 animais de cada grupo experimental foram utilizados para 

análise histológica. Os animais foram anestesiados com pentobarbital e foi feita perfusão 

transcardíaca com 200-300 ml de formaldeído 4% em solução salina. Os cérebros foram 

removidos e deixados em formol durante a noite. Após este período, foi feita a inclusão 

em parafina. Os cérebros foram posteriormente cortados em seções coronais de 71-Jm, em 

micrótomo rotatório do Departamento de Ciências Morfológicas, e montados em lâminas 

de vidro. Foi empregada a coloração de hematoxilina-eosina para identificação dos 

elementos celulares. As técnicas empregadas seguiram o protocolo de rotina empregado 

no Departamento de Ciências Morfológicas da UFRGS, sob orientação inicial da Profa. 

Ora. Matilde Achaval Elena. 

111.4. INCORPORAÇÃO DE 14C IN VITRO NAS PROTEÍNAS DA FRAÇÃO 

CITOESQUELÉTICA ENRIQUECIDA EM FILAMENTOS INTERMEDIÁRIOS 

O estudo da incorporação de 14C in vítro nas proteínas da fração enriquecida em 

filamentos intermediários foi feito através da incorporação de L-[U-14C]Ieucina, segundo 

o modelo de Azzolin et al.(1991 ). 

Os hipocampos foram extraídos e fatiados com bisturi. Em seguida, cada 

hipocampo foi incubado em tubos Eppendorf contendo 0,5 ml de Tampão Krebs-Ringer 
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bicarbonato ( KH2P04 1, 18mM, NaHC03 24mM, NaCI1, 17mM, KCI4,7mM, MgS04 7H20 

1,17 mM, CaCI2 2H20 2,5mM, leucina 1mM, glicose 5mM), em atmosfera de 95%02 e 

5% C02, durante 1 hora, à 30°C, em agitador metabólico Dubnoff, modelo 145 

(FANEM,SP), na presença dos seguintes inibidores de proteases: Fenilmetil

sulfonilfluoreto (PMSF) 5mM, calpastatina 1 mM, benzamidina 1 ,4mM, quimiostatina 

1 ,4pM, pepstatina 1 ,41JM, antipaína 1 ,41JM e leupetina 2, O!JM (SIGMA Chemical 

Company). A reação foi interrompida com a adição de 1 ml do tampão de extração, 

descrito em 111.5, gelado. Em seguida, as amostras foram homogeneizadas em um 

homogeneizador Tissue Tearor (BIOSPEC), à 8000 rpm, durante 30 segundos. Em 

seguida, as amostras foram submetidas ao mesmo processo de extração descrito em 

111.5, para obtenção da fração enriquecida em filamentos intermediários. Uma alíquota de 

40 1-11 foi retirada das amostras dissolvidas em SDS 1% e aplicada sobre papel filtro 

previamente embebido em TCA 20%. Depois de secos, os papéis foram colocados em 

líquido de cintilação e contados no cintilador líquido LKB-Wallac, modelo 1209. Outra 

alíquota das mesmas amostras foi dosada pelo método de Lowry (1951 ). Os valores 

obtidos pela contagem no cintilador líquido foram relacionados aos valores resultantes 

da dosagem e assim foi possível estabelecer a relação cpm/mg de proteína. 
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111.5. OBTENÇÃO DA FRAÇÃO CITOESQUELÉTICA INSOLÚVEL EM TRITON 

X-100, NA PRESENÇA DE ALTA FORÇA IÔNICA 

A fração enriquecida nas subunidades constituintes dos neurofilamentos foi obtida 

através do método descrito por Paz et ai. (1991). Conforme esquematizado na Figura 7, 

partiu-se de um "pool" dos dois hipocampos do mesmo animal. O tecido foi 

homogeneizado com homogeneizador Potter Elvehjem e êmbolo de Teflon a uma 

velocidade de 4000 rpm, por 30 segundos, à 4°C, em 20 volumes de tampão de alta força 

iônica: KH2P04 5mM, KCI600 mM, MgCI2 10 mM, EGTA 2mM, EDTA 1mM, TRITON X-

1 00 1%, PMSF 1 mM, benzamidina 1 mM e uma mistura de inibidores de proteases 

contendo leupeptina 1f.JM, antipaína 0,7 f.JM, pepstatina 0,7 f.JM, quimiostatina 0,7 pM. O 

homogeneizado do tecido foi centrifugado durante 1 O minutos a 17300 x g , a 4°C, numa 

centrífuga Sorvall rotor SS-34 e o sobrenadante foi desprezado. O precipitado foi 

novamente homogeneizado em 20 volumes de tampão de alta força iônica e submetido 

a nova centrifugação, nas mesmas condições descritas anteriormente. O precipitado 

resultante, solúvel em alta força iônica e pH 7.1, correspondia à fração enriquecida em 

filamentos intermediários (Fração FI). As proteínas da fração enriquecida (FI) foram 

precipitadas com ácido tricloroacético 5% à frio e lavadas duas vezes com etanol e uma 

vez com acetona. Após a completa evaporação da acetona, as proteínas foram 

dissolvidas em SDS 1% e armazenadas à - 20°C para posterior utilização. 
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Amostra 
(1 ou 2 hipocampos) 

1 
Homogenelzação em 20 volumes 
de tampão de alta força iônica 

1 
Centrifugação a 17300 x g 
por 10 min. a 4~ C 

Sobrenadante ~itado 
1 

Homogeneização em 20 volumes 
de tampão de alta força iônica 

1 
Centrifugação a 17300 x g 
por 10 min. a 4g C 

Sobrenadante ~pitado 
(Fração Enriquecida em FI) 

Fig. 7: Esquema de obtenção da fração citoesquelética insolúvel em Triton X-1 00 
enriquecida em filamentos intermediários (fração FI). 
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111.6.0BTENÇÃO DA FRAÇÃO CITOESQUELÉTICA INSOLÚVEL EM TRITON 

X-100 

Para a obtenção da fração citoesquelética das células de hipocampo para os 

experimentos de incorporação de 32P in vítro foi utilizada a técnica descrita por Sihag e 

Nixon (1989), com algumas modificações (Fig 8). Partindo de um hipocampo de rato 

adulto, foi feita a homogeneização do tecido em tampão A (Tris-HCI 50mM, EGTA 5mM, 

PMSF 1mM, Triton X-100 1%, Benzamidina 1mM, pH 6,8), com os seguintes inibidores 

de proteases: leupeptina 1 f.JM, antipaína 0,7 f.JM, pepstatina 0,7 f.JM, e quimiostatina 0,7 

pM. A homogeneização foi feita na razão de 8mg de tecido/ml de tampão, em 

homogeneizador Potter Elvehjem e êmbolo de teflon, na velocidade de 4000 rpm, por 30 

segundos. O tecido homogeneizado foi centrifugado em centrífuga Sorvall rotor SS-34 a 

13000 x g por 15 minutos a 4°C. O precipitado insolúvel foi dissolvido em tampão 8 

(Tampão A contendo sacarose 0,85M) e novamente centrifugado nas mesmas condições. 

As proteínas insolúveis obtidas correspondiam à fração citoesquelética. O precipitado foi 

dissolvido em tampão MES (2[N-morpholino] ethanesulfonicAcid)(SIGMA) 50mM pH 6,5, 

MgCI2 1 O mM (Mattos et ai., 1994) e foi feita a dosagem das proteínas de acordo com o 

método de Bradford (1977). Uma alíquota contendo 10 tJg de proteína foi utilizada para 

o estudo da fosforilação e o restante foi precipitado em ácido tricloroacético (TCA) 5% 

à frio, lavado 2 vezes com etanol e 1 vez com acetona. Após a evaporação da acetona, 

foi feita a dissolução em SDS (lauril sulfato de sódio)1% e a proteína foi dosada pelo 

método de Lowry (1951). A seguir, as amostras foram submetidas a SDS-PAGE e 
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Sobrenadante ~ Precipitado 
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l 
Centrifugação a 13000 x g 
por 15 min. a 4~C 

Sobrenadante ~pitado 
[Fração Citoesquelética 
insolúvel em triton X-100) 

Fig.8: Esquema de extração da fração citoesquelética insolúvel em Triton X-1 00. 
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quantificadas por densitometria, com descrito em 111.7 e 111.9. 

111.7. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE) 

As amostras, dosadas previamente, foram diluídas em tampão contendo Tris-HCI 

65mM, glicerol 10%, SDS 3%, 13-mercaptoetanol 5%, pH 6,8 (Laemmli,1970) até uma 

concentração protéica final de 2mg/ml. A seguir, foram fervidas por três minutos e 

analisadas em SDS-PAGE à 10%, em placas com dimensões de 17x17x1 em 

(Laemmli, 1970). Foi utilizado como padrão de peso molecular o 'KIT MW-SDS 200 (6H)' 

(SIGMA), com as seguintes proteínas: anidrase carbônica (29 kDa), ovalbumina (45 kDa), 

albumina bovina (66 kDa), fosforilase B (97,4 kDa), galactosidase (116 kDa) e miosina 

(205 kDa). A corrente elétrica foi gerada por uma fonte de marca Shandon Southern, com 

corrente inicial de 60V e 12mA por placa, passando a 1 OOV e 50 mA após 90 minutos 

do início da migração. A duração média de cada corrida foi de 7 horas, sendo a migração 

acompanhada com o corante azul de bromofenol 2% em água. Ao término da migração, 

o gel foi corado com Comassie-Biue R-250 (SIGMA) 0,2%, metano! 50% e ácido acético 

1 O% durante 3 horas. A seguir, o gel foi descorado através de sucessivas lavagens em 

solução contendo metano! 20% e ácido acético 7%, até a descoloração completa do 

fundo. 
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111.8. SECAGEM DOS GÉIS 

Após a descoloração, os géis foram embebidos em solução de secagem (metano! 

50% e glicerol1 %) durante 1 hora. Em seguida, cada gel foi colocado entre duas folhas 

de papel celofane previamente banhadas na mesma solução e o conjunto foi firmemente 

adaptado a uma placa de vidro. A secagem foi feita com o auxílio de uma lâmpada de 

raios infra-vermelhos (INFRAPHIL), a uma distância de 40 em da placa, durante 2 horas. 

111.9. DENSITOMETRIA 

A análise quantitativa das proteínas constituintes dos filamentos intermediários 

foi feita pelo método densitométrico (Rubin et,al., 1992), utilizando géis de SDS-PAGE 

secos. Para isso, foi utilizado um densitômetro Hoefer Scientific lnstruments GS 300 

Transmitance/Reflectance Scanning Densitometer, o qual representa de forma gráfica a 

intensidade de cada banda lida no gel. Os picos resultantes da leitura das bandas 

correspondiam às proteínas presentes na fração enriquecida em filamentos 

intermediários. Cada pico foi cuidadosamente recortado e pesado em balança analítica 

da marca Mettler. Conhecido o peso do pico, foi possível estabelecer a percentagem de 

cada uma das proteínas contidas na fração analisada. O cálculo da quantidade absoluta 

de cada proteína foi feito considerando-se que a quantidade total de proteína, dosada 
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pelo método de Lowry, correspondia a 100%. 

111.10. IMUNODETECÇÃO (IMMUNOBLOTING) DAS SUBUNIDADES DOS 

FILAMENTOS INTERMEDIÁRIOS 

Este método foi utilizado para caracterização das subunidades dos 

neurofilamentos e da GFAP presentes na fração citoesquelética obtida pelo processo de 

extração descrito em 111.5. Esta fração foi submetida a SDS-PAGE, como descrito em 

111.7. A eletrotransferência do gel para a membrana de nitrocelulose foi feita usando o 

sistema "semidry electroblotting", como descrito por Svoboda et al.(1985), utilizando 

tampão Tris 48mM, glicina 39mM, SDS 1,3 mM, metanol20% (v/v)(Bjerrum e Schaefer

Nielsen, 1986) com uma densidade de corrente de 1 ,2mA /cm 2
, durante 60 minutos. Após 

a transferência, a membrana de nitrocelulose foi lavada com tampão TBS (NaCI 0,5M , 

Tris 20mM pH 7,5) por 10 minutos e foi feito o bloqueio dos sítios inespecíficos na 

nitrocelulose, através de incubação com o tampão TBS contendo leite desnatado 5% 

(solução bloqueadora) durante 2 horas, à temperatura ambiente. Feito o bloqueio, foram 

realizadas duas lavagens com tampão TBS contendo Tween 20 0,05% (SIGMA)(T-TBS). 

Cada lavagem teve a duração de 5 minutos. Após, a membrana de nitrocelulose foi 

incubada durante a noite, sob agitação, à temperatura ambiente com os anticorpos 

monoclonais anti-NF-L (N-5139, clone NR4), diluído 1:100, anti-NF-M (N-5264, clone 

NN18), diluído 1:50, anti-NF-H (N-5389, clone NE14), diluído 1:100 e anti-GFAP (G-3863, 
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clone G-A-5), diluído 1:500. Todos os anticorpos foram obtidos da SIGMA. As diluições 

foram feitas em solução bloqueadora. Em seguida, foram realizadas duas lavagens com 

T-TBS e efetuou-se a reação com o conjugado anti-lgG obtido de rato, marcado com 

peroxidase (SIGMA), diluído 1 :4000 em solução bloqueadora. Esta incubação foi feita sob 

agitação, durante duas horas à temperatura ambiente e, ao final, foram feitas duas 

lavagens com tampão T-TBS durante 5 minutos. 

A reação imunológica foi revelada com 4-cloro-1-naftol (INLAB) 0,6mg/ml em TBS 

contendo 0,01% (v/v) H202 30%, segundo Hawkes et a1.(1982). 

111.11. INCORPORAÇÃO DE 32P IN VITRO NAS PROTEÍNAS DO 

CITOESQUELETO 

A fração citoesquelética preparada como descrito em 111.6 serviu como fonte de 

substrato e do sistema fosforilante para os experimentos de incorporação de 32P in vitro. 

A incorporação de 32P in vítro nas proteínas do citoesqueleto foi feita numa 

alíquota de 1 O !Jg de proteína, em 60 1-11 de tampão MES 50 mM, pH 6,5, ATP 25 !JM, 

MgCI2 10 mM. A reação foi iniciada pela adição de 21JCi [32P]-ATP (SpM y32-ATP)(5,5 x 

10"10 Bq)(16,6 x 10 "10 Bq/mmoi)(ICN Radiochemicals, lrwine, CA) à cada amostra 

(21JCi/101Jg de proteína). Este sistema foi incubado a 30°C, durante 5 minutos. Terminado 

o período de incubação, a reação foi interrompida pela adição de tampão de amostra 
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concentrado (Giicerol, ~-mercaptoetanol, SDS 10%, na proporção de 2:1:3 e 201JI de 

NaOH) 20% (v/v)(Laemmli, 1970), seguida de fervura em banho-maria durante 3 minutos. 

Estas amostras foram submetidas à SDS-PAGE e, após o término da migração, os géis 

foram secos e expostos a filmes de auto-radiografia (KODAK X-Omat K) a -70°C, durante 

2 horas e 30 min. Os géis secos foram sobrepostos aos filmes de auto-radiografia e as 

bandas correspondentes às proteínas que apresentaram incorporação de 32P foram 

cortadas e dissolvidas por incubação em 0.5 ml de H20 2 30% (Merck) a 60°C, durante 

a noite (Garner, 1988). Três mililitros de líquido de cintilação (Tolueno-538 ml/1, Triton X-

100 345 ml/1, etano! 177 ml/1, PPO ([2,5'-Difeniloxazoi])(Vetec) 2,75 g/1, POPOP ([2,2'p

Fenilenbis(5-Feniloxazoi)])(Vetec) 0,21 g/1) foram adicionados nas amostras e a 

radioatividade incorporada foi contada no cintilador líquido. Os valores (cpm) obtidos pela 

contagem no cintilador líquido foram relacionados aos valores resultantes da 

quantificação densitométrica de cada proteína (IJg) e, assim, foi possível estabelecer a 

relação cpm/j.Jg de proteína. 

111.12. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados foram analisados através de análise de variância de uma via (one way 

ANOVA), seguida de teste de raio múltiplo de Duncan, quando indicado. 

Os dados expressos em percentagem do controle foram analisados através do 

"teste t" de Student. 
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As diferenças foram consideradas significativas sempre que p~ 0,05. 

Todas as análises foram feitas usando o programa SPSS, em um computador 

IBM-PC compatível. 
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IV. RESULTADOS 



IV.1. ANÁLISE HISTOLÓGICA 

Na Figura 9A é apresentada uma secção coronal, num plano frontal típico, de um 

hipocampo de rato controle. As Figuras 98 a 9H referem-se a hipocampos de ratos 

submetidos à isquemia cerebral transitória em pontos representativos do período de 

reperfusão estudado. A técnica de coloração empregada foi hematoxilina/eosina, como 

decrito em materiais e métodos, seção 111.3. 

Como podemos observar na Figura 9A, visualiza-se as regiões superior (S) e 

inferior (I) do hipocampo dorsal. Esta estrutura é dividida em setores, nomeados de 

acordo com o tipo celular predominante. O setor CA 1 (mostrado nas fotos) contém 

células piramidais dispostas em duas ou três camadas. Nota-se que as células 

apresentam-se íntegras, de formato arredondado e com núcleo bem aparente. Após 1 dia 

do insulto isquêmico (Figs. 98 e 9C), este perfil se mantém, não se detectando alteração 

visível ou qualquer indício de morte neuronal. Na Fig. 98 observa-se a presença bem 

definida do setor CA 1. A Fig. 9C mostra claramente, em detalhe, a integridade dos 

neurônios do setor CA 1 após 1 dia de reperfusão. Este mesmo perfil ainda é observado 

após dois dias de reperfusão. 

A Fig. 90 apresenta o setor CA 1 após 3 dias de reperfusão. Neste período, 

podemos observar o desaparecimento quase completo das células piramidais e a invasão 

do setor por células da glia. Note-se a presença de raras células com aspecto normal 

(setas) e a abundância de restos celulares. 
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Fig. 9: Análise histológica de hipocampos de ratos submetidos à isquemia 
cerebral transitória em pontos representativos do período de reperfusão estudado. Nas 
fotos, visualiza-se o setor CA 1, na porção dorsal do hipocampo. A: hipocampo de animais 
controle. Visualiza-se as regiões superior (S) e inferior (I) do hipocampo dorsal, com 
células piramidais íntegras, de núcleo bem aparente. B e C: hipocampo após 1 dia de 
reperfusão. Não se detecta alteração visível ou qualquer indício de morte neuronal. O: 
hipocampo após 3 dias de reperfusão. Observa-se o desaparecimento quase completo 
das células piramidais e a invasão do setor por células da glia. Note-se a presença de 
raras células com aspecto normal (setas) e a abundância de restos celulares. E e F: 
hipo.campo após 7 dias de reperfusão. A necrose neuronal é muito acentuada. As células 
do setor . CA 1 desapareceram, permanecendo apenas restos celulares e os espaços 
vazios deixados pelos neurônios que morreram, denominados ''fantasmas" (F). A seta 
indica uma célula aparentemente íntegra. G: hipocampo após 15 dias de reperfusão. 
Note-se o desaparecimento completo das células piramidais. Os restos celulares 
sumiram, dando lugar às células da glia, muito numerosas. Foi empregada a coloração 
de hematoxilina/eosina. A,B,D,E e G: pequeno aumento (barra de calibração-100j.Jm); C 
e F: maior aumento(barra de calibração-50j.Jm). 

52 



Após 7 dias de reperfusão (Figs. 9E e 9F), a necrose neuronal na região CA 1 é 

muito acentuada. Observa-se na Fig. 9E que as células do setor CA1 desapareceram, 

permanecendo apenas restos celulares, corados intensamente. Neste momento, nota-se 

uma gliose acentuada característica, em resposta à perda celular. Na Fig. 9F são 

mostrados, em maior detalhe, os restos celulares e os espaços vazios denominados 

"fantasmas" (F), deixados pelos neurônios que morreram, os quais ainda não foram 

preenchidos por tecido conjuntivo. Podemos também observar a distinção de uma célula 

aparentemente íntegra entre os restos celulares das demais (seta). 

Após 10 dias de reperfusão , os restos celulares desaparecem, ocorrendo um 

aumento do número de células gliais. 

Aos 15 dias de reperfusão (Fig. 9G) nota-se o completo desaparecimento das 

células piramidais do setor CA 1, com uma gliose muito intensa. Observa-se que os restos 

celulares sumiram, dando lugar às células da glia, muito numerosas. 

IV.2. OBTENÇÃO DO CITOESQUELETO DE CÉLULAS DE HIPOCAMPO EM 

DIFERENTES CONDIÇÕES EXPERIMENTAIS 

Neste trabalho, os experimentos bioquímicos foram realizados em duas frações 

citoesqueléticas distintas, que foram aqui denominadas fração citoesquelética e fração 

enriquecida em filamentos intermediários (fração FI). A fração citoesquelética contém as 

proteínas insolúveis na presença de 1% Triton X-1 00 que, por definição, constituem as 

53 



proteínas do citoesqueleto. Esta fração contém proteínas do citoesqueleto na forma 

insolúvel e ainda uma grande variedade de proteínas associadas e enzimas relacionadas 

com as funções do citoesqueleto in vivo. A fração citoesquelética foi utilizada para os 

experimentos de incorporação de 32P in vitro. 

A fração FI é uma fração citoesquelética extraída em tampão de alta força iônica, 

na presença de 1% Triton X-100. Nestas condições, os filamentos intermediários são 

mantidos na sua forma polimerizada durante o processo de extração, sendo recuperados 

na fração insolúvel, enquanto que as subunidades constituintes de outros tipos de 

filamentos, enzimas e proteínas associadas são em grande parte solubilizadas, 

permanecendo no sobrenadante após centrifugação. Deste modo, a fração enriquecida 

em filamentos intermediários é representativa do conteúdo total de filamentos 

intermediários presentes na forma polimerizada dentro da célula, sendo adequada para 

o estudo quantitativo destes filamentos sob o efeito de nossas condições experimentais. 

No entanto, o estudo bioquímico sobre a capacidade de incorporação de 32P in vitro em 

proteínas do citoesqueleto foi realizado na fração citoesquelética insolúvel em Triton X-

100. 

A Figura 1 O mostra o perfil eletroforético das frações citoesqueléticas obtidas nos 

diferentes tempos de reperfusão após a isquemia. Podemos observar que na fração FI 

(Fig.1 OA) há um grande número de bandas relacionadas às proteínas constituintes dos 

filamentos intermediários. Nesta fração identificam-se 7 bandas principais cujos pesos 

moleculares correspondem aos descritos na literatura para os filamentos intermediários 

(Lazarides, 1982; Quinlan et ai., 1985): as subunidades dos neurofilamentos, com 200 (NF-
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Fig.1 O: Géis de SDS-PAGE 1 O% das frações citoesqueléticas obtidas por 
diferentes métodos de extração. A: fração enriquecida em filamentos intermediários 
(fração FI), extraída com tampão de alta força iônica (600 mM KCI) na presença de 1% 
Triton X-100. À esquerda estão indicados os pesos moleculares correspondentes às sete 
bandas principais identificadas nesta fração: NF-H (200 kDa), NF-M (150 kDa), NF-L (68 
kda), uma proteína associada aos neurofilamentos (66 kDa), vimentina (57 kDa), GFAP 
(52 kDa) e actina (43 kDa). 8: fração citoesquelética, extraída na presença de Triton X-
1 00. À direita estão indicados os pesos moleculares correspondentes às bandas 
identificadas nesta fração: NF-H (200 kDa), NF-M (150 kDa), NF-L (68 kDa), uma proteína 
citoesquelética associada (85 kDa), ~-tubulina (54 kDa) e actina (43 kDa). Os géis 
representam duas corridas diferentes e foram corados com Comassie blue. 

55 



H), 150 (NF-M) e 68 (NF-L) kDa, uma proteína associada aos neurofilamentos com 66 

kDa (Chiu et al.,1989), vimentina, com 57 kDa e GFAP (proteína glial fibrilar ácida), 

subunidade dos filamentos gliais, com 52 kDa. Observa-se ainda a presença de uma 

banda de 43 kDa, peso molecular da actina, subunidade constituinte dos 

microfilamentos. Embora as propriedades de solubilidade da actina sejam diferentes 

daquelas dos filamentos intermediários, sabe-se que uma parcela destas estruturas está 

associada in vivo aos filamentos intermediários, sendo isoladas com estes durante o 

processo de extração. 

Na fração citoesquelética (Fig 1 OB) detectamos um número maior de bandas, 

devido a menor seletividade das condições de extração desta fração, ou seja, um grande 

número de proteínas associadas ao citoesqueleto é extraído através deste método. 

Podemos identificar, entre outras, as subunidades dos neurofilamentos com 200 (NF-H), 

150 (NF-M) e 68 (NF-L) kDa,uma banda de 54 kDa identificada previamente em nosso 

laboratório como a 13-tubulina, uma banda de 85 kDa de identidade desconhecida e uma 

banda de 43 kDa com peso molecular correspondente ao da actina. 

IV.3. ESTUDO DOS EFEITOS DA ISQUEMIA CEREBRAL TRANSITÓRIA E DOS 

DIFERENTES TEMPOS DE REPERFUSÃO SOBRE AS PROTEÍNAS DA FRAÇÃO 

ENRIQUECIDA EM FILAMENTOS INTERMEDIÁRIOS ( FRAÇÃO FI ) 

IV.3.1. Efeito da isquemia cerebral transitória e dos diferentes tempos de 
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Fig. 11: Efeito da isquemia cerebral transitória sobre o conteúdo protéico total da 
fração FI de hipocampo de ratos. Amostras representativas de cada ponto estudado 
(controle e 0,1,2,3,7,10,15 dias de reperfusão) foram dosadas de acordo com o método 
de Lowry (1951 ). C refere-se ao controle. Dados(± erro-padrão) foram expressos em mg 
de proteína total da fração FI e representam a média de 8-10 experimentos. Diferenças 
foram consideradas significativas sempre que p:::;0,05, de acordo com a análise de 
variância de uma via (ONE WAY ANOVA). 
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reperfusão sobre o conteúdo protéico da fração FI. 

A Figura 11 representa os resultados obtidos a partir da dosagem do conteúdo 

protéico total na fração FI dos grupos controle e isquêmico, nos diferentes tempos de 

reperfusão. Estes dados foram expressos em mg de proteína total da fração FI. Os 

resultados demonstraram que o conteúdo protéico não foi alterado até o 2° dia de 

reperfusão após o insulto isquêmico, porém houve um aumento significativo no conteúdo 

destas proteínas a partir do 3° dia de reperfusão, permanecendo aumentado até o 7° dia 

e retornando aos níveis normais após 1 O e 15 dias. 

IV.3.2. Efeito da isquemia cerebral transitória e dos diferentes tempos de 

reperfusão sobre a incorporação in vitro de 14C-Ieucina nas proteínas da fração FI 

O estudo da incorporação de 14C-Ieucina nas proteínas da fração enriquecida em 

filamentos intermediários foi realizado com o objetivo de verificar se o aumento do 

conteúdo protéico desta fração poderia ser relacionado com alteração de síntese das 

proteínas nos diferentes intervalos após o insulto isquêmico. 

A Figura 12 apresenta os resultados referentes à incorporação in vitro de 14C

Ieucina nas proteínas da fração FI. Os resultados foram obtidos em cpm/mg de proteína 

da fração e expressos em percentagem do controle. Nesta figura, observa-se que, até o 

2° dia de reperfusão, houve uma oscilação da incorporação de 14C-Ieucina nestas 

proteínas em torno dos valores normais, apresentando um aumento significativo no 3° dia 
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Fig.12: Efeito da isquemia cerebral transitória sobre a incorporação de 14C-Ieucina 
nas proteínas da fração FI de hipocampo de ratos. Fatias de hipocampos de cada modelo 
experimental (controle e 0,1,2,3,7,10,15 dias de reperfusão) foram incubadas em meio 
Krebs-Ringer com 14C-Ieucina durante 1 hora a 30° C. As proteínas foram extraídas em 
tampão de alta força iônica, precipitadas com TCA 5% e dissolvidas em SDS 1 %. A 
radioatividade incorporada foi contada em cintilador líquido. Os resultados foram obtidos 
em cpm/mg de proteína total e expressos em % do controle. Dados (± erro-padrão) 
representam média de 6-8 experimentos. As diferenças foram consideradas significativas 
sempre que ps0,05, de acordo com o teste "t pareado" de Student. 
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Fig. 13: SDS-PAGE 1 O% da fração enriquecida em filamentos intermediários 
(fração FI) nos diferentes tempos de reperfusão. À esquerda estão indicados os pesos 
moleculares das subunidades dos neurofilamentos (NF-H: 200 kDa, NF-M: 150 kDa, NF
L:. 68 kDa) e dos filamentos gliais (GFAP: 52 kDa). Na 18 linha, C refere-se ao controle. 
Nas demais, os números indicam os diferentes tempos de reperfusão, em dias. O gel foi 
corado com Comassie blue. 
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de reperfusão, coincidindo com o aumento do conteúdo protéico da fração (Fig.11 ). A 

incorporação de 14C-Ieucina voltou aos valores normais aos 7 e 1 O dias, acompanhando 

a volta do conteúdo protéico a valores normais. No entanto, a incorporação de 14C-Ieucina 

sofreu novo aumento aos 15 dias de reperfusão, o qual não foi acompanhado pelo 

aumento do conteúdo protéico. 

IV.3.3. Efeito da isquemia cerebral transitória e dos diferentes tempos de 

reperfusão sobre o perfil eletroforético das proteínas da fração enriquecida em filamentos 

intermediários (fração FI) de hipocampo 

O perfil eletroforético apresentado na Figura 13 corresponde às proteínas da 

fração FI analisadas em SDS-PAGE. O gel apresenta uma curva de reperfusão, onde 

foram aplicadas amostras representativas dos diferentes tempos estudados: O, 1 ,2,3,7, 10 

e 15 dias de reperfusão. 

A análise dos perfis eletroforéticos comparados ao perfil da fração FI dos animais 

controles mostra a presença das subunidades NF-H, NF-M e NF-L dos NFs, bem como 

a GFAP, ao longo de todos os tempos estudados. Por este método não identificamos 

alterações nos perfis eletroforéticos, decorrentes da presença de produtos de degradação 

destas proteínas. 

IV.3.3.1. Análise imunológica das proteínas da fração enriquecida em filamentos 
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Fig.14: lmunodetecção das subunidades dos filamentos intermediários na fração 
FI. Membranas de celulose contendo a fração FI foram incubadas com anticorpos 
monoclonais anti-NF-H, anti-NF-M, anti-NF-L e anti-GFAP. A imunodetecção foi feita 
através do conjugado anti-lgG de rato, marcado com peroxidase e revelada com 4-cloro-
1-:naftol. A: imunodetecção das subunidades dos neurofilamentos de animais controle e 
de pontos representativos da curva de reperfusão estudada (1 ,2 e 7 dias). B: identificação 
da GFAP no perfil densitométrico da fração FI (linha 1) através de imunodetecção (linha 
2). O gel na linha 1 foí corado com Comassie blue. 
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intermediários (fração FI). 

Na Figura 14, as subunidades da fração enriquecida em filamentos intermediários 

foram submetidas à análise imunológica por "immunoblotting", utilizando-se os anticorpos 

monoclonais anti-NF-H, anti-NF-M, anti-NF-L e anti-GFAP, descritos em Materiais e 

Métodos, seção 111.10. O estudo imunológico (Fig.14A) foi feito na fração FI dos animais 

controle e em pontos representativos da curva de reperfusão ( 1 , 2 e 7 dias de 

reperfusão). Observou-se que, em todos estes intervalos, foram detectadas a presença 

das subunidades NF-H, NF-M e NF-L dos neurofilamentos. Podemos ainda observar o 

não aparecimento de produtos de degradação detectáveis imunologicamente. A presença 

de duas bandas detectadas pelo anticorpo anti-NF-H deve-se provavelmente a presença 

desta subunidade em dois níveis de fosforilação. Realizamos também a imunodetecção 

da banda de 52 kDa, identificada como sendo a subunidade dos filamentos gliais, através 

da utilização de anticorpo monclonal anti-GFAP. A Figura 148 apresenta na linha 1 o 

perfil eletroforético corado com coomassie blue R-250 e na linha 2 a imunodetecção da 

GFAP. 

IV.3.4. Efeito da isquemia cerebral transitória e dos diferentes tempos de 

reperfusão sobre a concentração das subunidades dos neurofilamentos e dos filamentos 

gliais na fração FI. 
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Fig.15: Traçado densitométrico de um gel de SDS-PAGE 10%, obtido da fração 
enriquecida em filamentos intermediários (fração FI), representativo do método de 
quantificação utilizado. Abaixo estão indicados os pesos moleculares das subunidades 
dos filamentos intermediários (NF-H, NF-M, NF-L, GFAP) e da actina. 
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A Figura 15 é representativa de um perfil densitométrico correspondente à fração 

enriquecida em filamentos intermediários. A partir de perfis densitométricos semelhantes, 

as bandas NF-H, NF-M, NF-L e GFAP foram quantificadas. 

A Figura 16 representa as concentrações das subunidades NF-H, NF-M, NF-L e 

GFAP na fração FI, nos diferentes tempos de reperfusão. Os dados foram expressos em 

J..lg de proteína/ mg de proteína total da fração. 

Os resultados obtidos demonstraram um comportamento geral semelhante para 

as quatro proteínas, caracterizado por um declínio de suas concentrações no início do 

período de reperfusão (O a 2 dias), seguido de um aumento gradual tendendo à 

recuperação. No entanto, após observação mais detalhada, pode-se constatar que, 

individualmente, estas proteínas apresentaram comportamentos próprios em relação ao 

tempo de reperfusão. 

A concentração da subunidade NF-L caiu bruscamente logo após o final do 

insulto isquêmico (imediato ou tempo zero) para 35% dos valores controle, apresentando 

uma recuperação parcial do 1 o dia de reperfusão até o 7° dia. Aos 1 o dias, a 

concentração atingiu valores normais mas voltou a decair após 15 dias de reperfusão. A 

concentração da subunidade NF-M apresentou-se significativamente diminuída somente 

após 1 dia de reperfusão (69% dos valores normais), mantendo-se diminuída até o 2° dia. 

Após este período, nota-se uma oscilação em torno dos níveis normais (aos 3,7 e 10 

dias), com posterior declínio aos 15 dias. A subunidade NF-H teve sua concentração 

diminuída apenas a partir do 2° dia de reperfusão. Ao contrário das demais subunidades, 

a concentração da NF-H manteve-se significativamente diminuída ao longo de todo o 
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Fig.16: Efeito da isquemia cerebral transitória e dos diferentes tempos de 
reperfusão sobre a concentração das subunidades dos filamentos intermediários de 
hipocampo de ratos. C refere-se ao controle de cada experimento. A: NF-H, B: NF-M, C: 
NF-L, D: GFAP. Resultados foram expressos em tJQ/mg de proteína total da fração. 
Dados (± erro-padrão) representam média de 12 experimentos. As diferenças foram 
consideradas significativas sempre que ps0,05, de acordo com a análise de variância de 
uma via (ONE WAY ANOVA). 
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Fig.17: SDS-PAGE 1 O% da fração citoesquelética nos diferentes tempos de 
reperfusão. À esquerda estão indicados os pesos moleculares das subunidades dos 
neurofilamentos (NF-H: 200 kDa, NF-M: 150 kDa, NF-L: 68 kDa), da proteína de 85 kDa 
e da p-tubulina (54 kDa). Na 18 linha, C refere-se ao controle. Nas demais, os números 
indicam os diferentes tempos de reperfusão estudados, em dias. Os géis foram corados 
com Comassie blue. 
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período de reperfusão estudado. A concentração da GFAP, assim como a da NF-L, 

também apresentou-se diminuída imediatamente após a isquemia (tempo zero), porém 

com um declínio menos acentuado (71% do controle). Em seguida, houve uma 

recuperação até valores superiores aos do controle, em 7 e 1 O dias, retornando a níveis 

normais aos 15 dias de reperfusão. 

IV.4. ESTUDO DOS EFEITOS DA ISQUEMIA CEREBRAL TRANSITÓRIA E DOS 

DIFERENTES TEMPOS DE REPERFUSÃO SOBRE AS PROTEÍNAS DA FRAÇÃO 

CITOESQUELÉTICA 

Como foi mencionado anteriormente, esta fração foi utilizada para o estudo dos 

efeitos do nosso modelo experimental sobre o sistema fosforilante associado à fração 

insolúvel em Triton X-1 00. 

IV.4.1. Efeito da isquemia cerebral transitória e dos diferentes tempos de 

reperfusão sobre o perfil eletroforético das proteínas da fração citoesquelética 

A Figura 17 apresenta um gel de SDS-PAGE contendo as proteínas da fração 
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citoesquelética de hipocampo nos diferentes tempos de reperfusão após o insulto 

isquêmico. A análise do perfil eletroforético desta fração mostra a presença das três 

subunidades dos neurofilamentos ao longo de todo o período estudado, bem como da~

tubulina e da proteína de 85 kDa. Nesta fração também não detectamos alteração do 

perfil eletroforético decorrente da presença de produtos de degradação das proteínas. 

IV.4.2. Efeito da isquemia cerebral transitória e dos diferentes tempos de 

reperfusão sobre a incorporação in vítro de 32P na NF-M, NF-L, {3-tubulina e numa 

proteína de 85 kDa. 

A fração enriquecida em filamentos intermediários não foi utilizada para os 

estudos de incorporação de 32P pois foi descrito por Toru-Delbauffe e Pierre (1983) que 

as quinases endógenas associadas ao citoesqueleto são solúveis na presença de tampão 

de alta força iônica. 

A Figura 18 mostra uma autoradiografia contendo o perfil eletroforético das 

proteínas fosforiladas da fração citoesquelética de hipocampo. A incorporação de 32P foi 

analisada nas subunidades NF-M e NF-L dos neurofilamentos, na subunidade {3-tubulina 

dos microtúbulos e na proteína de 85 kDa, pois foram, nas nossas condições 
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P85 
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b.:tutl 

Fig.18: Autoradiografia da fração citoesquelética de hipocampo de ratos incubada 
com [y32P]..;ATP in vitro (2t.JCi/10t.Jg de proteína). À esquerda estão indicadas as 
subunidades NF-M e NF-L dos neurofilamentos, a proteína citoesquelética de 85 kDa 
(p85) e a ~-tubulina (b-tub). 
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experimentais, as proteínas mais marcadamente fosforiladas. 

Os dados foram obtidos em cpm/J..Ig de proteína e expressos em percentagem 

do controle. Para obter as medidas em cpm/J..Ig, as proteínas foram quantificadas por 

método densitométrico, como descrito anteriormente. O perfil densitométrico 

representativo da fração citoesquelética está demonstrado na Figura 19. 

Os resultados obtidos a partir dos experimentos de fosforilação in vítro estão 

representados na Figura 20. Os painéis A, 8, C e D ilustram os perfis de fosforilação da 

NF-M, NF-L, J3-tubulina e da proteína de 85 kDa, respectivamente, durante o período de 

reperfusão. Observa-se que, com exceção da J3-tubulina, as demais proteínas 

apresentaram uma diminuição significativa na incorporação de 32P in vitro imediatamente 

após a isquemia (tempo zero). Nota-se ainda que todas as proteínas apresentaram uma 

diminuição máxima na incorporação in vitro de 32P após 1 dia de reperfusão. Estes 

resultados também demonstraram diferentes respostas individuais destas proteínas. No 

1° dia de reperfusão, a subunidade NF-M demonstrou uma diminuição mais severa e 

pronunciada para 7,5% do controle. A incorporação na subunidade NF-L diminuiu para 

22%, na f3-tubulina para 44% e na proteína de 85 kDa para 17%. Após a diminuição 

inicial, observa-se que houve um aumento da incorporação de 32P in vitro até níveis 

normais (aos 2 e 3 dias), seguido de uma oscilação própria para cada proteína entre os 

7 e 15 dias de reperfusão. A subunidade NF-M e a proteína de 85 kDa apresentaram um 

aumento significativo no 7° dia de reperfusão, com um retorno aos níveis normais após 

1 O e 15 dias. Já a subunidade NF-L e a J3-tubulina apresentaram níveis normais de 

incorporação de 32P após 7 dias de reperfusão, atingindo níveis significativamente 
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Fig.19: Traçado densitométrico de um gel de SDS-PAGE 10% obtido da fração 
citoesquelética, representativo do método de quantificação utilizado. Abaixo estão 
indicados os pesos moleculares das subunidades NF-H, NF-M e NF-L dos 
neurofilamentos, da proteína citoesquelética de 85 kDa , da (3-tubulina e actina . 
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Fig.20: Efeito da isquemia cerebral transitória sobre a incorporação in vitro de 32P 
nas proteínas da fração citoesquelética de hipocampo de ratos ao longo do tempo de 
reperfusão. As bandas foram cortadas do gel e a radioatividade foi contada em cintilado r 
líquido. Os valores obtidos foram relacionados aos valores da quantificação 
densitométrica. Os resultados foram obtidos em cpm/~g de proteína e expressos em % 
do controle. A: NF-M, 8: NF-L, C: 13-tubulina, 0: p85. Dados(± erro-padrão) representam 
média de 4-6 experimentos. As diferenças foram consideradas significativas sempre que 
ps0,05, de acordo com o teste "t pareado" de Student. 
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diminuí os após 1 O dias de reperfusão. No 15° dia, a incorporação de 32P na subunidade 

NF-L manteve-se diminuída, ao contrário da ~-tubulina, que apresentou uma tendência 

ao aumento, embora este não tenha sido estatisticamente significativo. 

A subunidade NF-H dos neurofilamentos não pôde ser analisada, pois nas nossas 

condições experimentais, a incorporação de 32P in vitro nesta proteína é muito pequena. 
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V. DISCUSSÃO 



O método para produzir uma isquemia cerebral profunda e bem caracterizada 

deve seguir estratégias de oclusão dos vasos que sejam adequadas à anatomia vascular 

do modelo animal experimental (Schmidt-Kastner e Freund, 1991 ). O cérebro é 

alimentado basicamente por duas artérias carótidas e duas artérias vertebrais, às quais 

pode-se ter acesso cirúrgico antes de penetrarem no crânio. Devido a sua ampla 

utlilização em pesquisas de neurobiologia básica, o rato é bastante usado para estudos 

de isquemia cerebral (Pulsinelli e Duffy, 1983; C.A.Netto et ai., 1993). 

Um modelo muito usado de isquemia cerebral requer a oclusão das quatro 

principais artérias extracraniais no rato, chamado "modelo de oclusão dos quatro vasos" 

(Pulsinelli e Brierly., 1979). Este modelo, que foi por nós utilizado, consiste em ocluir por 

eletrocoagulação as artérias vertebrais e, após 24 horas, obstruir por um determinado 

período as artérias carótidas. A obstrução é feita por ajustamento de fios de silicone ao 

redor das artérias. Este ajustamento é feito de acordo com o tempo desejado para a 

duração do insulto isquêmico que foi, na nossa condição experimental, vinte minutos. 

Somente animais com manifestação comportamental isquêmica (ver Mat. e Mét., seção 

111.2) devem ser selecionados. 

Como já foi descrito anteriormente (Pulsinelli et ai, 1982b), o insulto isquêmico 

afeta seletivamente o setor CA 1 do hipocampo, onde morrem aproximadamente 90% das 

células piramidais entre 2 e 7 dias após a isquemia, caracterizando dois fenômenos 

clássicos associados a este insulto, que são a "vulnerabilidade seletiva" e a "morte celular 

tardia". Neste modelo de isquemia experimental, os dois fenômenos foram fielmente 

observados através da análise histológica, comprovando a eficácia do método utilizado. 
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Pela análise histológica, nós observamos uma importante morte celular no setor 

CA 1, vista em menor extensão no setor CA2. Não observamos necrose no giro denteado 

nem no setor CA3 no período descrito (dados não mostrados). Em relação à morte 

celular tardia, ficou bem evidente que até 2 dias após a isquemia, as células piramidais 

do setor CA 1 são morfologicamente íntegras. Apenas 3 dias após o evento, a necrose 

se estabelece (Fig. 90). A morte celular atinge o limite 7 dias após o insulto isquêmico. 

Posteriormente, a lesão evolui pelo aumento continuado da gliose reativa (7 -15 dias) (Fig. 

9E,G). 

Estabelecendo-se um paralelo entre as alterações morfológicas e bioquímicas 

detectadas após o insulto isquêmico, pudemos observar que a diminuição da 

concentração das subunidades dos neurofilamentos (NF-H, NF-M, NF-L) e dos filamentos 

gliais (GFAP) ocorreu entre O e 2 dias após a isquemia, quando a fosforilação de 

proteínas citoesqueléticas também estava diminuída. Porém, a necrose no setor CA 1 só 

ocorreu 3 dias após o insulto (Fig. 90). Neste intervalo, quando já verificamos acentuada 

morte celular no CA 1, a concentração das subunidades dos neurofilamentos tendeu a 

aumentar para níveis mais próximos dos normais. Paralelamente, a fosforilação de 

proteínas do citoesqueleto também ficou normal. Contudo, a concentração da GFAP 

apresentou-se no nível do controle após 1 dia de reperfusão. Após 7 dias, a concentração 

desta proteína aumentou para níveis acima dos controles, acompanhando a acentuada 

gliose reativa observada neste período (Fig. 9E e F). Neste mesmo intervalo (3-7 dias de 

reperfusão), houve um aumento na síntese e concentração das proteínas totais dos 

filamentos intermediários. Após 1 O e 15 dias, quando observou-se a gliose reativa e 
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morte celular intensas no CA1, os níveis ainda altos da GFAP tenderam a normalizar, 

enquanto a concentração das subunidades dos neurofilamentos permaneceu diminuída, 

porém em níveis mais próximos dos normais. 

O insulto isquêmico resulta numa prolongada elevação da concentração de ca+2 

intracelular (Yamamoto et ai., 1992). Este fenômeno pode ser desencadeado por 

diferentes mecanismos, tais como inibição da bomba de extrusão ca+2-ATPase (Kass e 

Lipton, 1986), influxo de ca+2 extracelular através de canais voltagem-dependentes ou 

de canais operados por receptores (Choi e Rothman, 1990) e/ou liberação de cálcio dos 

depósitos intracelulares (Yamamoto et ai., 1992). Estudos anteriores têm demonstrado que 

o alto nível de cálcio intracelular é um evento importante no desencadeamento da lesão 

celular irreversível durante a reperfusão e na morte celular tardia (Choi, 1990). Muitos 

estudos demonstraram que a entrada de cálcio nas células hipocampais ocorre durante 

ou logo após a isquemia. Num breve período de reperfusão, o nível de cálcio intracelular 

poderia normalizar, mas no período de sobrevivência mais tardio, foi observado um 

aumento secundário de ca+2 no setor CA 1, precedendo o aparecimento morfológico da 

lesão nesta região (Siesjo e Bengtsson, 1989). Os altos níveis de cálcio causam ativação 

de vários mecanismos sensíveis a este íon, dentre eles a ativação das proteases cálcio

dependentes (Yamamoto et ai., 1992). 

Calpaína é uma protease ativada por cálcio, presente em altas concentrações no 

cérebro, que degrada neurofilamentos in vivo e in vitro (Greenwood et ai., 1993). Estudos 

anteriores demonstraram que a calpaína I está presente em grandes quantidades nas 

regiões conhecidamente vulneráveis à isquemia, tais como as células piramidais do 
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hipocampo e neocórtex (Ogata et ai., 1989). 

Este trabalho foi desenvolvido em duas frações proteicas insolúveis na presença 

de Triton X-100, que por definição constituem frações citesqueléticas. Porém, a fração 

FI, ao contrário da fração denominada citoesquelética, foi extraída em tampão de alta 

força iônica, condição que a torna mais seletiva para os filamentos intermediários, pois 

estas estruturas são insolúveis nestas condições, enquanto outros componentes do 

citoesqueleto são solubilizados, permanecendo no sobrenadante. Assim, as 

determinações quantitativas das proteínas dos filamentos intermediários foram feitas na 

fração FI. É importante salientar que a obtenção de ambas as frações foi feita na 

presença de vários inibidores de proteases, para evitar degradação das mesmas durante 

o processo de extração. Considerando que outros autores haviam demonstrado efeitos 

da isquemia em uma grande variedade de proteínas do citoesqueleto, como MAPs, 

espectrina e neurofilamentos (Aray et ai., 1991; Lee et ai., 1991; Nakamura et ai., 1992; 

Ogata et ai., 1989),e considerando-se também que os neurofilamentos são extremamente 

sensíveis à ação da calpaína, nosso objetivo foi verificar o efeito do insulto isquêmico 

sobre a concentração das três subunidades dos neurofilamentos e da GFAP. 

O aumento do conteúdo protéico total da fração FI observado entre o 3° e 7° 

dias de reperfusão provavelmente reflete o balanço global da degradação e síntese de 

todas as proteínas desta fração após a isquemia. Para verificar se este aumento do 

conteúdo protéico poderia ser relacionado a um aumento de síntese destas proteínas, foi 

feito o estudo da incorporação de 14C-Ieucina nesta fração. Os resultados desta análise 

mostraram que a síntese proteica não foi alterada até o 3° dia de reperfusão. No entanto, 
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após este período, houve um aumento da incorporação de 14C-Ieucina, sugerindo que o 

aumento na quantidade de proteínas desta fração poderia estar relacionado com um 

aumento de síntese. Raley-Susman e Lipton (1990) descreveram uma diminuição da 

síntese de proteínas totais dos neurônios do setor CA1, porém os mesmos autores 

observaram um aumento de síntese de proteínas das células da glia e células endoteliais 

após isquemia in vítro. O aumento da síntese proteica nas células gliais está 

provavelmente relacionado com a gliose reativa ao insulto isquêmico (Schmidt-Kastner 

et ai., 1990) que inicia após 3-7 dias de reperfusão, podendo ser claramente observada 

pela análise histológica (Fig 9). Consequentemente, o aumento da concentração da 

GFAP, subunidade constituinte dos filamentos gliais, após o 3° dia de reperfusão 

(Fig.16D) provavelmente contribui para o aumento da síntese detectada na fração FI. 

O estudo da concentração das subunidades individuais dos neurofilamentos (NF

H, NF-M e NF-L) e da subunidade dos filamentos gliais (GFAP) demonstrou uma 

diminuição da NF-H, NF-M e NF-L, bem como da GFAP, até 2 dias após a isquemia. 

Estes resultados poderiam sugerir uma diminuição inicial na síntese destas proteínas ou 

um aumento na degradação. No entanto, como foi dito anteriormente, a incorporação de 

14C-Ieucina neste período não foi diminuída, sugerindo que provavelmente este não foi 

um fator predominante para o decréscimo na concentração destas subunidades dos 

filamentos intermediários. Assim, é possível que a diminuição na concentração destas 

subunidades tenha sido devida a uma ativação da protease cálcio-dependente, calpaína. 

Esta hipótese é baseada na conhecida súscetibilidade das subunidades dos filamentos 

intermediários à ação da calpaína (Pant, 1988), e nas evidências de que outros substratos 
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da calpaína, como espectrina (Seuber et al.,1989) e MAP2 (Kitagawa et al.,1989) são 

diminuídos após isquemia in vivo. Os níveis de espectrina também são diminuídos após 

hipoxia in vitro (Arai et al.,1991 ). Observa-se que a isquemia resultou em diferentes 

padrões de decréscimo das concentrações destas proteínas, sugerindo a existência de 

diferentes mecanismos individuais de modulação da atividade da protease, provavelmente 

relacionados às características moleculares de cada subunidade. A NF-H pareceu ser a 

mais resistente à ação proteolítica, permanecendo em níveis normais até dois dias de 

reperfusão. A NF-M foi um pouco menos suscetível, demonstrando uma pequena 

diminuição já logo após a isquemia, mas atingindo valores mínimos após um e dois dias 

de reperfusão, correspondendo a 68% dos níveis normais. Já a NF-L pareceu ser a mais 

suscetível aos efeitos da isquemia, tendo sua concentração diminuída drasticamente para 

35% dos níveis controles imediatamente após o insulto isquêmico. Estes achados estão 

de acordo com os de Nakamura et al.(1992), que demonstrou por análise 

imunohistoquímica uma diminuição da reatividade da NF-L e NF-H após um e dois dias 

de reperfusão. 

A GFAP, assim como a NF-L, demonstrou ser bastante suscetível aos efeitos da 

isquemia logo após o insulto, mas, ao contrário das subunidades dos neurofilamentos, 

a diminuição inicial da concentração foi seguida de um aumento para níveis superiores 

aos do controle após 7-1 O dias de reperfusão. Posteriormente, houve um retorno aos 

níveis normais. Este resultado, como foi dito anteriormente, vai de encontro à gliose 

observada por análise histológica, que inicia aos três dias de reperfusão, aumentando 

consideravelmente a partir de sete dias. 
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Ogata et ai. (1989) descreveram uma degradação seletiva da NF-H e NF-M 

após 1 O e 15 minutos de isquemia sem reperfusão, detectada pelo completo 

desaparecimento da reatividade imunológica destas proteínas. No entanto, os autores 

utilizaram apenas um inibidor de protease no tampão de extração, condição insuficiente 

para proteger estas proteínas altamente sensíveis contra a proteólise durante o processo 

de obtenção da fração citoesquelética. Este fato não os permite assegurar que a 

degradação observada tenha ocorrido in vivo, como consequência da isquemia, e não 

durante a extração das proteínas do citoesqueleto. Devido às precauções tomadas por 

nós para evitar a proteólise durante a extração, sugerimos que a diminuição na 

concentração das subunidades dos neurofilamentos observada em nossos resultados seja 

devida à ação proteolítica ocorrida in vivo. Esta degradação pareceu ser menos severa 

do que a descrita por Ogata et al.(1989), uma vez que estas proteínas, bem como a 

GFAP, quando analisadas em SDS-PAGE estavam presentes ao longo de todo o período 

de reperfusão estudado. Além disso, não se detectou modificação no perfil eletroforético, 

decorrente da presença de possíveis produtos de degradação. Através da análise 

imunológica, as subunidades NF-H, NF-M e NF-L foram detectadas ao longo de todo o 

período de reperfusão. O mesmo foi observado no perfil eletroforético da fração 

citoesquelética insolúvel em Triton X-1 00 (utilizada para os experimentos de incorporação 

de 32P-ATP), com a presença das proteínas ao longo de todo o período de reperfusão 

analisado. Estes resultados devem-se, provavelmente, ao fato de que a proteólise destas 

proteínas não foi suficientemente intensa para que os produtos de degradação fossem 

identificados por coloração dos géis de SDS-PAGE com comassie. Além disso, os 
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produtos de degradação aparentemennte não foram reconheciddos pelos anticorpos 

monoclonais utilizados por não possuírem epitopos específicos. Podemos também supor 

que os produtos de degradação não sejam capazes de sedimentar por centrifugação nas 

condições utilizadas por nós, permanecendo na fração solúvel. 

É interessante notar que as subunidades dos neurofilamentos, após o decréscimo 

inicial acentuado de suas concentrações, apresentaram tardiamente níveis mais próximos 

dos normais, atingindo estes valores em alguns pontos, como pode ser visto para a NF-M 

e NF-l. A NF-H, embora também tenha apresentado esta tendência à recuperação, 

continuou significativamente diminuída ao longo de todo o tempo de reperfusão estudado. 

Estes resultados podem estar aparentemente demonstrando o balanço geral das 

respostas ao insulto isquêmico pelas diferentes populações neuronais do hipocampo. 

Sabe-se que após isquemia de 5 a 30 minutos em ratos, o padrão de lesão característico 

mostra necrose nos setores CA 1 e CA2, bem como no h i lo, e preservação do setor CA3 

e giro denteado (Schmidt-Kastner e Freund, 1991 ). Assim, esta recuperação parcial das 

concentrações das subunidades dos neurofilamentos observada entre 3 e 1 O dias de 

reperfusão provavelmente é decorrente da contribuição das populações neuronais menos 

afetadas, talvez com uma contribuição muito pequena das células do CA 1, uma vez que 

neste período aproximadamente 90% destas células degeneraram. 

Estudos prévios têm demonstrado que a degradação destas proteínas 

está relacionada aos seus estados de fosforilação. Greenwood et ai. ( 1993) descreveram 

que a fosforilação modula a interação da calpaína com a subunidade NF-H. Já Pant 

(1988) observou que a desfosforilação dos neurofilamentos aparentemente aumentou a 
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suscetibilidade das três subunidades à proteólise mediada pela calpaína. A calpaína 

necessita, para início da indução à clivagem, de um sítio de reconhecimento em seus 

substratos. Estes sítios são enriquecidos em resíduos de prolina, ácido glutâmico, ácido 

aspártico, serina e treonina, sendo chamados regiões "PEST" (Wang et ai., 1989). 

Aparentemente, a necessidade destas duas condições para a proteólise mediada pela 

calpaína - um sítio de reconhecimento e um sítio sucetível à clivagem bem próximos um 

ao outro- poderia explicar por que a calpaína geralmente catalisa clivagens limitadas de 

seus substratos (Greenwood et al.,1993). Serina e treonina também são alvos para 

interação de proteínas quinases dependentes de segundos mensageiros, as quais 

catalisam a fosforilação de um grande número de substratos no cérebro (0' 

Callaghan, 1994), incluindo neurofilamentos. Assim, a fosforilação na região "PEST" pode 

impedir a interação do substrato com a calpaína (Geenwood, 1993). 

O estudo da fosforilação das proteínas citoesqueléticas teve o objetivo de 

averiguar se o estado de fosforilação destas proteínas poderia estar relacionado à 

provável degradação por elas sofrida, detectando-se assim os efeitos da isquemia 

cerebral transitória sobre o sistema fosforilante associado a fração citoesquelética. Para 

tanto, não foi possível utilizar a fração FI uma vez que, sob condições de alta força 

iônica, aproximadamente 80% das quinases endógenas associadas solubilizam-se (Toru

Delbauffe e Pierre, 1983). Por esta razão, a fração citoesquelética, obtida na presença de 

Triton X-100, foi utilizada para estes experimentos.A fração citoesquelética insolúvel em 

Triton X-1 00 caracteriza-se por uma menor seletividade para os FI, obtendo-se também 

outras proteínas citoesqueléticas como tubulina e uma proteína de 85 kDa, de identidade 
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desconhecida. Estas proteínas, diferentemente das presentes na fração FI, não estão 

necessariamente no estado polimerizado, mas também são extraídas como pequenos 

agregados oligoméricos ou em associação com outras estruturas insolúveis. Assim, a 

inespecificidade desta fração a tornou inadequada para estudos da concentração das 

subunidades provenientes dos filamentos intermediários pré-existentes in vivo. Além 

disso, como esta fração não é seletiva para as subunidades polimerizadas, incorporadas 

na rede citoesquelética, os resultados obtidos por análise da concentração destas 

proteínas não seriam adequados para retratar o perfil do que estaria ocorrendo ao 

citoesqueleto das células hipocampais após a isquemia. 

A fração citoesquelética insolúvel em Triton X-1 00 possui uma atividade 

quinásica endógena associada, capaz de incorporar 32P in vitro, quando se adiciona 32P

A TP ao meio de incubação. Nas nossas condições experimentais, os substratos 

endógenos para esta atividade são as subunidades NF-M e NF-L dos neurofilamentos, 

a J3-tubulina e uma proteína de 85 kDa não identificada. 

Sabe-se que as subunidades dos neurofilamentos são fosforiladas em suas 

extremidades amino-terminal e carboxi-terminal por diferentes quinases (Nixon e 

Sihag, 1991 ). A fosforilação do domínio carboxi-terminal é mediada por quinases 

independentes de segundos mensageiros. Sabe-se que estas quinases fosforilam 

resíduos de tirosina (O'Callaghan, 1994) e são consideradas responsáveis pelas 

interconexões dos neurofilamentos e estabilização do citoesqueleto axonal (Nixon e 

Sihag, 1991 ). A fosforilação na região amino-terminal é mediada por proteínas quinases 

dependentes de segundos mensageiros, como a proteína quinase C, proteína quinase 
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A e proteína quinase ca+2/calmodulina-dependente. A fosforilação nesta extremidade é 

provavelmente responsável pela polimerização dos neurofilamentos (Nixon e Sihag, 1991 ). 

As subunidades a e ~-tubulina sofrem fosforilação nos resíduos de serina e tirosina, 

preferencialmente localizados na região carboxi-terminal das duas subunidades. Sugere

se que estas regiões regulem a polimerização, determinando diferentes efeitos sobre a 

formação dos microtúbulos (Wandossel et ai., 1987). O sistema fosforilante associado à 

fração citoesquelética foi identificado recentemente em nosso laboratório, a partir de 

córtex cerebral de ratos, demonstrando a presença de uma quinase dependente de AMPc 

(PKA) e de outra dependente de ca+2/Calmodulina (CaMK), além da proteína fosfatase 

1 (PP1) (resultados não publicados). Nossos dados demonstraram que no intervalo entre 

zero (imediato) e um dia de reperfusão, o insulto isquêmico induziu uma acentuada 

diminuição na incorporação de 32P-ATP in vitro nas subunidades NF-M e NF-L dos 

neurofilamentos e na proteína de 85 kDa. O perfil de fosforilação da ~-tubulina 

demonstrou ser diferente das demais proteínas analisadas. Este resultado sugere que as 

atividades quinásicas associadas à tubulina aparentemente sofrem uma regulação 

diferenciada das associadas à NF-M , NF-L e à proteína de 85 kDa. Yamamoto et ai 

(1992) descreveram que a atividade da quinase dependente de ca+2/calmodulina diminui 

após isquemia, provavelmente por proteólise induzida por cálcio. No entanto, a atividade 

da proteína quinase dependente de AMPc não é afetada. Este fato pode ser relacionado 

ao achado de Garritsen et a1.(1992), que demonstraram que a elevação de ca+2 citosólico 

inibe a acumulação de AMPc. Assim, com a manutenção dos níveis de AMPc normais, 

não deveria haver alteração na atividade da PKA. Contudo, não podemos atribuir o 
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reduzido nível de fosforilação observado logo após a isquemia somente à diminuição da 

atividade quinásica dependente de ca+2/calmodulina, uma vez que pelo menos para 

neurofilamentos, sua capacidade de fosforilação é baixa quando comparada à das 

proteínas quinases independentes de segundo mensageiro (Sihag e Nixon, 1989). Sabe

se também que a isquemia diminui a atividade da PKC (Crumrine et ai., 1990), 

provavelmente porque esta quinase é conhecido substrato para a calpaína. No entanto, 

ao menos em córtex cerebral, esta quinase não foi identificada na nossa fração 

citoesquelética. Assim, nós poderíamos sugerir que, pelo menos para NF-M e NF-L, o 

reduzido nível de fosforilação deixou os substratos mais sucetíveis à ação da calpaína, 

através da exposição dos resíduos de serina e treonina. O efeito protetor da fosforilação 

contra a proteólise mediada pela calpaína poderia explicar o aparecimento mais tardio 

dos efeitos da proteólise sobre a NF-H e NF-M, quando comparadas à NF-L. Isto se deve 

ao fato de que a NF-H possui de 19 a 104 móis de fosfato por molécula, enquanto a NF

M possui de 7 a 26 e a NF-L somente de 1 a 5 móis de fosfato por molécula (Jones e 

William Jr., 1982; Sihag e Nixon, 1989). Assim, NF-H e NF-M precisariam de um período 

de tempo mais longo do que a NF-L para apresentar um nível adequado de 

desfosforilação, expondo seus sítios de reconhecimento à ação da calpaína. A oscilação 

inicial na fosforilação da tubulina poderia refletir alterações na estabilidade dos 

microtúbulos após isquemia, pois é descrito que a fosforilação nas tubulinas está 

relacionada a sua capacidade de polimerização (Wandossel at ai., 1986; Wandossel et 

ai., 1987). Este fato também foi descrito por Serrano et ai. ( 1987), os quais demonstraram 

que a fosforilação da f3-tubulina poderia estar relacionada à associação dos microtúbulos. 
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Além disso, Yamamoto et al.(1986), utilizando métodos imunológicos, demonstraram a 

dissociação dos microtúbulos na região CA 1 após isquemia. Também foram observadas 

por Hatakeyama et al.(1988) alterações na imunocoloração da tubulina após isquemia, 

que persistiram até a morte celular tardia. 

A proteína de 85 kDa apresenta um perfil de fosforilação semelhante aos das 

demais proteínas. Sabe-se que ela é fosforilada pelas mesmas quinases (dados não 

mostrados), sofrendo assim, provavelmente, o mesmo tipo de regulação. Além disso, a 

presença da proteína de 85 kDa no perfil eletroforético dos animais controles descarta 

a possibilidade desta ser um produto de degradação. É importante considerar que a 

diminuição observada na fosforilação in vitro destas proteínas poderia ser consequência 

de uma ativação de fosfatases endógenas associadas, decorrente do aumento da 

concentração intracelular de ca+2
. Porém, na nossa fração citoesquelética, foi identificada 

a fosfatase PP1, independente de ca+2
. Ao contrário, a presença da proteína fosfatase 

28 (PP2B), conhecidamente dependente de ca+2/Calmodulina e Mg+2 (Sim, A.T.R., 1991), 

não foi detectada nesta fração. Desta forma, podemos sugerir que a diminuição da 

fosforilação in vitro das proteínas da fração citoesquelética provavelmente não é devida 

à ativação das fosfatases endógenas dependentes de cálcio. 

Podemos observar que após dois dias de reperfusão, os níveis de fosforilação 

das proteínas estudadas tenderam a retornar ao normal, oscilando para valores 

superiores ou inferiores somente em alguns pontos para cada proteína. Porém, a 

concentração das subunidades dos neurofilamentos tendeu a retornar ao normal somente 

após três dias de reperfusão. Paralelamente, a síntese das proteínas totais da fração FI 
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aumentou três dias após a isquemia. Estes resultados poderiam sugerir que o sistema 

de fosforilação recupera-se do insulto isquêmico antes do complexo de síntese proteica. 

Assim, após dois dias de reperfusão, as subunidades dos NF, ainda em concentrações 

baixas, já estariam sendo normalmente fosforiladas, tornando-se mais protegidas contra 

a proteólise. Este fato, juntamente com a recuperação da síntese proteica contribuiriam 

para a recuperação parcial das concentrações destas subunidades. 

Finalmente, a recuperação parcial da fosforilação e das concentrações 

das subunidades dos neurofilamentos, com o aumento paralelo da síntese proteica da 

fração FI, em períodos mais tardios após o insulto isquêmico, poderiam estar contribuindo 

para o retorno das concentrações destas proteínas à níveis compatíveis com a 

sobrevivência da estrutura e manutenção de algumas de suas funções. Este retorno 

tardio poderia ainda constituir uma contribuição importante para a discreta apresentação 

de deficiências cognitivas após a isquemia, só detectadas por testes comportamentais 

sensíveis (C.A. Netto et al.,1993; Davis e Volpe, 1991; Volpe et ai., 1985). Além disso, 

a gliose poderia estar contribuindo para este efeito, pois sabe-se que os astrócitos 

fornecem fatores tráficos para o neurônio, podendo assim auxiliar na sua sobrevivência 

(Gage et ai., 1988). 

A partir dos resultados observados, é importante destacar que o retorno a níveis 

adequados à sobrevivência da estrutura estaria ocorrendo a partir de períodos onde a 

morte celular do setor CA1 já é quase completa. Assim, podemos supor que a 

recuperação da fosforilação e da concentração das subunidades dos neurofilamentos, 

bem como da síntese das proteínas da fração FI, seja proveniente das células 
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hipocampais que sobreviveram ao insulto, sugerindo a existência de mecanismos 

regulatórios diferenciados nas células provenientes das distintas regiões do hipocampo. 

Isto significaria que a morte celular no setor CA 1 poderia estar relacionada à 

incapacidade destas células de reagirem como as demais células hipocampais ao insulto 

isquêmico. 
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VI. CONCLUSÕES 



O modelo de isquemia cerebral transitória utilizado comprovou ser eficaz, 

causando os efeitos classicamente descritos de morte celular intensa e seletiva no setor 

CA 1 do hipocampo entre 3 e 7 dias, acompanhada de uma gliose reativa progressiva. 

A isquemia cerebral transitória causou uma diminuição significativa na 

concentração das subunidades dos filamentos intermediários presentes na fração 

insolúvel até o 2° dia de reperfusão, sendo que estas concentrações retornaram a valores 

próximos dos normais a partir do 3° dia de reperfusão. 

Houve uma diminuição significativa na incorporação in vitro de 32P nas 

subunidades NF-M e NF-L até o 1° dia de reperfusão, retornando a valores normais a 

partir do 2° dia de reperfusão. 

Uma vez que a incorporação in vitro de 14C-Ieucina nas proteínas da fração 

citoesquelética se manteve normal até o 2° dia de reperfusão, é provável que a 

diminuição da concentração das subunidades dos filamentos intermediários na fração 

insolúvel não seja devida a uma diminuição de síntese. 

Tendo em vista que a fosforilação exerce um efeito protetor contra a ação 

proteolítica da calpaína, é provável que a diminuição de fosforilação in vitro da NF-M e 

NF-L até o 1° dia de reperfusão tenha tornado estas proteínas mais vulneráveis à 

proteólise dependente de cálcio. 

Houve uma recuperação parcial da concentração das subunidades dos filamentos 

intermediários a partir do 3° dia de reperfusão. Esta recuperação seguiu-se a um retorno 

da fosforilação a níveis normais, sugerindo um aumento do efeito protetor contra a 
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proteólise. Paralelamente, observou-se um aumento da incorporação in vítro de 14C

Ieucina nas proteínas do citoesqueleto, sugerindo uma reativação do complexo de síntese 

protéica. 

A partir dos nossos resultados, concluímos que a capacidade de recuperação da 

fosforilação e da concentração das subunidades dos neurofilamentos seja proveniente 

das células hipocampais que sobreviveram ao insulto, sugerindo a existência de 

mecanismos regulatórios diferenciados nas células provenientes das distintas regiões do 

hipocampo. 
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