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Resumo

A aquaporina-4 (AQP-4) é o principal canal de agua localizado no sistema nervoso
central (SNC). Durante o aumento do potassio (K*) extracelular, a captacdo de K" pelos
astrocitos estd provavelmente associada com o co-transporte de agua. Neste caso, a AQP-4
poderia servir como uma rota de saida para a agua, e isto seria vantajoso para a liberacao de
K" se a permeabilidade a dgua da AQP-4 fosse aumentada pela alta concentragdo de K*
extracelular. Diversos estudos demonstraram a sobreposicdo da expressdo ontogenética de
AQP-4 e do canal retificador interno de K* Kir 4.1, sugerindo uma associa¢io molecular da
AQP-4 e Kir 4.1 no tamponamento espacial do K*, o que facilitaria 0 movimento de 4gua
através da membrana plasmaética.

A S100B € uma proteina expressa e secretada no SNC principalmente por astrécitos, que
possui efeitos neurotréficos quando expressa em concentragdes nanomolar (nM) e efeitos
neurotoxicos quando presente em concentracbes micromolar (UM). Foi demonstrado um
aumento compensatorio na AQP-4 em resposta a superexpressdao de S100B, no entanto
ainda nédo foi demonstrado se a AQP-4 ou os canais Kir 4.1 podem modular a secrecdo de
S100B. Além disso, ha poucos relatos sobre as alteracdes da expressao de AQP-4 e Kir 4.1
ao longo do desenvolvimento cerebral.

NoOs investigamos se a secrecdo de S100B é alterada em fatias hipocampais de ratos com
diferentes idades (15, 30, 45, 60 e 90 dias) expostas a inibidores de AQP-4 e Kir 4.1 e se
ocorrem alteracfes na expressao de AQP-4 e Kir 4.1 em cérebros de ratos com 15, 30, 60 e
90 dias. Observamos um aumento na secrecdo de S100B em hipocampos de ratos mais
jovens expostos a acetazolamida (AZA) e tetraetilaménio (TEA), inibidores de AQP-4, e
uma diminuicdo na secre¢do de S100B em hipocampo de ratos expostos a cloreto de bario
(BaCly), inibidor de Kir 4.1. Também encontramos uma diminui¢do na expressdo de AQP-4
nos hipocampos de ratos com 60 e 90 dias quando comparados com 0S mais jovens e uma
diminuicdo na expressdo de Kir 4.1 em animais de 90 dias. Apesar da AQP-4 e Kir 4.1
estarem co-localizadas e apresentarem um padrdo de expressao similar, 0 mecanismo pelo

qual estas proteinas modulam a secre¢do de S100B parece ser independente.



Abstract

The aquaporin-4 (AQP-4) is the main water channel located in the central nervous
system (CNS). During the increase of extracellular potassium (K"), this is take up by
astrocytes and probably is associated with the co-transport of water. In this case, the AQP-4
could serve as an exit route for the water, and it would be advantageous for the release of
K* if the permeability to water of AQP-4 was increased by high extracellular K*
concentration. Several studies have demonstrated the overlap between ontogenetic
expression of AQP-4 and inwardly rectifying K* channel Kir 4.1, suggesting a molecular
association of AQP-4 and Kir 4.1 in the K" spatial buffer, which facilitates the trespass of
water across the plasma membrane.

The S100B protein is expressed and secreted by astrocytes in the CNS, which has
neurotrophic effects when expressed in the nanomolar (nM) concentrations and neurotoxic
effects when present at concentrations micromolar (LM). It has been shown a compensatory
increase in AQP-4 in response to overexpression of S100B, but has not yet been
demonstrated if the AQP-4 channels or Kir 4.1 may modulate the secretion of S100B. In
addition, there are few reports showing changes in the expression of Kir 4.1 and AQP-4
along the developing brains.

We investigated whether S100B secretion is altered in hippocampal slices from rats with
different ages (15, 30, 45, 60 and 90 days old) exposured to inhibitors of AQP-4 and Kir
4.1 and if there are changes in the expression of AQP-4 and Kir 4.1 in brain of 15, 30, 60
and 90-days old rats. We observed an increase in S100B secretion in hippocampus of
younger rats exposed to tetraethylammonium (TEA) and acetazolamide (AZA), AQP-4
inhibitors and a decrease in the secretion of S100B in hippocampus of rats exposed to
barium chloride (BaCl,), an inhibitor of Kir 4.1. We also found a decrease in AQP-4
expression in hippocampus of rats with 60 and 90 days old when compared with younger
rats and a decrease in the expression of Kir 4.1 in 90-days old animals. Despite the Kir 4.1
and AQP-4 are co-located and present a similar pattern of expression, the mechanism by

which these proteins modulate S100B secretion seems to be independent.
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I. Introducgéo

1.1 Astrocitos na Organizacéo do Sistema Nervoso Central

O sistema nervoso central (SNC) é constituido por dois grupos de células, os neurdnios e
as células gliais (Jessen 2004). Por muito tempo, as células gliais foram consideradas
apenas um suporte neuronal, porém hoje se sabe que a glia possui um papel ativo e vital no
SNC, ndo sendo apenas um apoio metabolico para os neurbnios (Volterra & Meldolesi
2005). As células gliais sdo classificadas em dois grupos: a macroglia e a microglia. A
microglia é composta por células de origem mesodérmica envolvidas na resposta
inflamatoria, j& a macroglia é constituida pelos astrocitos, oligodendrécitos e células
ependimarias (Perea & Araque 2005). Os astrocitos sdo as células mais abundantes do SNC
(Gee & Keller 2005) e devido a um crescente interesse nestas células, pesquisas revelaram
que os astrécitos sdo células multifuncionais, dentre essas funcdes podemos citar:

a) Modulam a transmissdo sinaptica, exercendo papel no processamento de informacgdes no
cerebro (Allen & Barres 2005).

b) Produzem e regulam fatores tréficos que regulam a morfologia, proliferacéo,
diferenciacéo e sobrevivéncia de neurdnios e células gliais (Gee & Keller 2005).

¢) Atuam como suporte energeético, estocando glicogénio, que é degradado e fornecido aos
neurdnios em situacdes de necessidade (Brown & Ransom 2007).

d) No inicio do desenvolvimento do SNC, as células da glia auxiliam na migracdo dos

neurdnios até seu sitio definitivo (Jessen 2004).



e) Direcionam e participam da formagdo das sinapses durante o desenvolvimento,
produzem o refinamento das conexdes sinapticas e promovem sinaptogénese por
sinalizacdo mediada por contato astrécito-neurdnio (Jessen 2004).

f) Séo essenciais no catabolismo e sintese de novos aminoacidos no cérebro (Maragakis &
Rothstein 2006).

g) Regulam niveis extracelulares de glutamato (Maragakis & Rothstein 2006).

h) Participam da resposta imune central (Gee & Keller 2005).

1) Resposta a injuria cerebral. Esta resposta glial ¢ denominada gliose reativa ou “cicatriz
glial” e inicia com o recrutamento de varios tipos celulares, sendo a constituicdo final
predominantemente astrocitica. Além disso, essa resposta envolve a producdo de fatores
tréficos, citocinas, proteases, inibidores de proteases, moléculas da superficie e da matriz
celular. Uma das caracteristicas da gliose reativa é o aumento da sintese da proteina fibrilar
glial &cida (GFAP) que compde os filamentos intermediarios dos astrocitos (Fawcett &
Asher 1999).

j) Tamponam o meio extracelular mantendo a homeostase iénica e da agua, removendo o
excesso de neurotransmissores da fenda sinéptica e auxiliando na formacdo e manutencédo
da barreira hemato-encefalica (BHE) (Simard & Nedergaard 2004).

A manutencdo da homeostase hidroi6nica é essencial para o funcionamento normal do
SNC. Ela mantém-se devido a presenca de canais idnicos e/ou transportadores permeaveis
nos astrocitos, o que possibilita o tamponamento de varios fons como potassio (K™), sddio
(Na"), cloreto (CI), prétons (H"), bicarbonato (HCOs) e de agua (Simard & Nedergaard
2004).

Durante a atividade elétrica neuronal, o K* é transferido dos neur6nios para 0 espago

extracelular, onde, quando acumulado, pode alterar esta excitabilidade elétrica. Os



astrdcitos, através de carreadores e canais de membranas, ajudam na remocéo do K”, ja que
a recaptacdo pelos neurdnios e a difuséo através do espaco extracelular ndo séo suficientes

para prevenir o acumulo deste ion (Del Bigio 2001).
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Figura 1. InteracOes entre neurdnios e glia. Adaptado de (Allen & Barres 2009).

1.2 Proteinas Aquaporinas

As aquaporinas (AQPs) representam uma familia de proteinas de membrana que
funcionam como canais de agua. Possuem peso molecular em torno de 30 KDa e
desempenham um papel critico no controle do contetudo de agua das células e, em alguns

casos, facilitam o transporte de outros pequenos solutos através das membranas. Esses



canais sdo amplamente distribuidos em todos o0s organismos e estdo presentes,
principalmente, onde uma répida ou alta passagem de moléculas de agua é necessaria,
permitindo que a fungéo celular seja desempenhada. Estas observa¢Ges demonstram o papel
fundamental das AQPs na manutencdo das funcdes fisioldgicas normais dos organismos
(Zheng et al. 2010).

O transporte de agua e solutos via AQPs é bidirecional. Ele é guiado pela diferenca das
pressdes osmotica e hidrostatica, ou pela diferenca das concentragdes do soluto entre o
espaco intracelular e extracelular. A intensidade do transporte é também determinada pela
permeabilidade de um dnico canal de AQP e pela sua abundancia na membrana celular
(Zelenina 2010).

A maioria das AQPs apresenta uma organizacdo estrutural comum. Esta estrutura
consiste em 300 aminoacidos, com seis dominios transmembrana e terminais amino (NH;-)
e carboxila (COOH-) localizados intracelularmente. Em membranas bioldgicas, AQPs

formam tetrdmeros (Zelenina 2010).

Figura 2. Estruturas monomeérica e tetramérica da aquaporina-4. Adaptado de (Ho et

al. 2009).



Ja foram identificados 13 tipos de AQPs em mamiferos (AQP-0-AQP-12), e embora
sua principal funcdo seja transportar &gua, alguns tipos de AQPs, conhecidos como
aquagliceroporinas, também aumentam a permeabilidade a pequenas moléculas, como
glicerol (AQP-3, 7 e 9), uréia (AQP-3, 7, 8 e 9) e amonia (AQP-8). A maioria das AQPs
esta localizada na membrana plasmatica (AQP-0, 1, 3, 4, 7, 8, 9, 10), enquanto outras estdo
quase que exclusivamente em membranas intracelulares (AQP-6, 11, 12) (Liu et al. 2008).

As AQPs estdo distribuidas amplamente pelo corpo, mas notavelmente nos rins,
hemaécias, pulmdes e epitélios secretores, como as glandulas salivares (Owler et al. 2010).

No SNC hé vérios subtipos de AQPs identificadas em diferentes estruturas cerebrais,
como nos plexos cordides (AQP-1), astrécitos (AQP-1, 3, 4, 5, 8, 9), oligodendrécitos
(AQP-8), neurdnios (AQP-1, 5 e 8), tanicitos (AQP-9) e células ependimarias (AQP-1, 4 e
9). As AQPs possuem diversos papéis, incluindo a via bidirecional de agua entre o cérebro
e 0s vasos sanguineos encefalicos, formacdo do liquido cérebro-espinhal (LCR) e possuem
funcdes em algumas condicdes patofisioldgicas (Barbara 2010).

Embora tenham sido descritos seis subtipos de AQPs em células encefélicas de
roedores, apenas trés AQPs (AQP-1, 4 e 9) estdo claramente identificadas em células
cerebrais in vivo (Zheng et al. 2010). A AQP-4 é o canal de 4gua predominante no cérebro,
ela esta envolvida na formagio e resolucdo do edema cerebral e no tamponamento do K*
liberado durante a atividade neuronal. Os trés subtipos de AQPs tém sua expressao
fortemente aumentada em astrocitos reativos (em resposta a um dano encefélico) e em

tumores cerebrais (Zelenina 2010).



1.2.1 Proteina Aquaporina-4

A proteina AQP-4 é a principal AQP no cérebro de mamiferos, foi primeiramente
clonada de pulmdes de ratos e encontrada em tecidos eletricamente excitaveis, incluindo o
encéfalo, medula espinhal, retina e masculo esquelético (Tait et al. 2008).

A AQP-4 pode espontaneamente reunir-se em arranjos regulares, que sdo chamados
arranjos ortogonais de particulas. Esta proteina possui duas variagcdes de splice alternativas,
resultado da translagéo diferenciada das metioninas iniciantes, comegando com Metl (M1)
ou Met23 (M23) (Zheng et al. 2010).

A AQP-4 cerebral é fortemente expressa nas bordas entre o parénquima cerebral e 0s
principais compartimentos de fluidos, incluindo os processos dos pés astrocitérios (cerebro-
sangue), limitantes gliais (cérebro- LCR subaracndideo), células ependimarias e astrocitos
subependimais (cérebro- LCR ventricular) (Tait et al. 2008). Nos astrocitos, a AQP-4 esta
enriquecida em trés localizagdes, o que ird determinar qual funcdo esta proteina
desempenhara: nos pés astrocitarios, onde estd envolvida com a fungdo da BHE, nos
processos perisindpticos, onde esta implicada na liberacdo de neurotransmissores, e em
processos que estdo em contato com os nodos de Ranvier e axénios ndo-mielinizados, onde
esta envolvida no tamponamento de K* (Zelenina 2010).

A AQP-4 expressa em astrocitos desempenha um importante papel no edema cerebral
decorrente de isquemia, hipoOxia, trauma (contusGes e intervencgdes cirargicas), tumores,
inflamacGes (meningites) e disturbios metabolicos (hiponatremia, hiperamonemia e uremia)
(Zelenina 2010).

As proteinas AQPs podem sofrer regulacdo de curta ou longa duracéo. A regulacao de

curta duracdo pode ser mediada por alteragdes conformacionais ou abertura e fechamento
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de canais, como resultado desta regulacdo dindmica, a permeabilidade ou a localizagéo
subcelular (abundancia na membrana) dos canais de AQPs pode ser alterada em segundos
ou minutos, levando a alteracBes imediatas na permeabilidade da membrana. Ja a regulacéo
de longa duracéo € mediada por alteracdo no RNAm de AQPs, sintese de proteinas ou grau
de degradacédo. Estas mudangas alteram em horas ou dias a abundancia de AQPs e, entdo, a
permeabilidade da membrana onde as AQPs estdo localizadas (Zelenina 2010).

No entanto, ainda ndo existem moduladores conhecidos e especificos para a AQP-4.
Inibidores seriam esperados para a reducdo do edema cerebral citotoxico, enquanto
ativadores de AQP-4 poderiam reduzir o edema vasogénico. Devido ao fato da AQP-4
facilitar a migracdo de astrocitos reativos em um sitio de injuria e a infiltragdo de astrécitos
reativos num glioblastoma, sugere-se que inibidores de AQP-4 poderiam reduzir a gliose
reativa, aumentar potencialmente a regeneracdo neuronal, e também poderiam limitar a

infiltracdo de astrocitomas (Saadoun & Papadopoulos 2010).

1.2.1.1 Aquaporina-4 no Desenvolvimento Cerebral

No inicio do desenvolvimento, o espaco extracelular ocupa uma grande fracdo do
volume cerebral e permite a rapida difusio de agua e K*. Contudo, as células neurais
proliferam, crescem, e 0 espaco extracelular diminui gradativamente para atingir o volume
caracteristico do encéfalo adulto. Este espaco extracelular restrito ndo pode acomodar o
fluxo de ions e agua que é gerado pela atividade neuronal, entdo estas células possuem
mecanismos para o tamponamento de K* e dgua que podem compensar a perda da grande

distribuicdo de volume extracelular (Wen et al. 1999).
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A AQP-4 pode servir como uma rota na redistribuicdo da dgua dependente da atividade
por circundar agentes osmoticos e guiar o fluxo de dgua para compartimentos extracelulares
especificos. Estudos demonstraram que a ontogenia da AQP-4 € temporariamente
correlacionada com a maturacdo dos canais de K* e a regulagdo do volume, atestando o

papel critico da AQP-4 na homeostase da agua no SNC (Vajda et al. 2000).

1.3 Canais de Potassio

Uma alta permeabilidade seletiva da membrana a ions K* e um potencial de repouso da
membrana fortemente negativo sdo consideradas propriedades fundamentais das células
gliais (Butt & Kalsi 2006). Ndo apenas neurotransmissores, mas também o K" liberado
durante a atividade neuronal é removido do espaco extracelular pelos astrocitos (Zelenina
2010).

A regulacdo do balanco de agua e ions é crucial para o funcionamento normal do SNC.
Ha indicacbes que o edema cerebral, como consequiéncia de diversos estados patoldgicos,
causa alteracBes nas concentracdes de eletrélitos e no volume do espaco intersticial, o que
altera criticamente a atividade fisiol6gica da rede neuronal (Benfenati & Ferroni 2010).

A homeostase do K* é essencial para o controle da excitabilidade neuronal e esta
conectada com os mecanismos de controle do volume dos fluidos encefalicos. A captacéo
de K™ pela glia ocorre através de captagdo ativa, co-transporte e principalmente por canais
retificadores internos de K* (Kir) (Kalsi et al. 2004).

A glia expressa uma ampla variedade de canais de K, porém os canais Kir sdo
predominantemente responsaveis pela alta permeabilidade ao K* e manutencéo do potencial

de repouso da membrana perto do potencial de equilibrio do K* (Butt & Kalsi 2006). Os
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canais Kir possuem alta seletividade aos fons K* e uma condutincia muito melhor no
potencial de membrana negativo do que no positivo (Yool 2007).

A familia de canais Kir é geralmente dividida com base em seus atributos moleculares
e eletrofisioldgicos em sete subfamilias (Kir 1.0 — Kir 7.0), os quais ttm mais de vinte
membros. Além disso, esses canais possuem estruturas tetraméricas e podem ser formados
pela unido de subunidades Kir heteroméricas e homoméricas, as quais proporcionam aos
canais propriedades distintas e aumentam sua diversidade funcional (Butt & Kalsi 2006).

Os canais Kir sdo efetivos no controle do potencial de membrana, estabilizando o
estado de repouso das células, e servindo como alvos para a modulacdo da excitabilidade
em uma variedade de tarefas fisioldgicas incluindo a modulacdo da excitabilidade neuronal,
o controle da frequéncia cardiaca, fluxo sanguineo, liberacdo de insulina, entre outras
funcdes (Yool 2007).

As subunidades Kir desempenham importantes papéis em doencas poligenéticas do

SNC, como na epilepsia e doenca de Parkinson (Masaki et al. 2010).

1.3.1 Canais Kir 4.1 no SNC

O canal retificador interno de potassio Kir 4.1 é grandemente responsavel pelo
estabelecimento e manutencdo do potencial de repouso da membrana glial, e parece ser,
mesmo que parcialmente, responsavel pelo fluxo transmembrana de K* no tamponamento
espacial deste ion (Olsen & Sontheimer 2008).

Estes canais podem ser homomeéricos Kir 4.1 ou heteroméricos Kir 4.1/5.1, os quais
séo distribuidos diferentemente em processos especificos (Hibino & Kurachi 2007). No

SNC, observa-se a expressdao de Kir 4.1 principalmente em astrocitos e oligodendrocitos
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(Hartel et al. 2007), nos astrdcitos sua expressao parece ocorrer nos processos ao redor das
sinapses e nos dominios de membrana voltados para a pia mater e vasos sanguineos, onde
estdo envolvidos no tamponamento do elevado K* extracelular liberado durante a atividade
neuronal (Ohno et al. 2007). Sabe-se que a corrente idnica por esses canais pode ser inibida
por cloreto de béario (BaCl,) (Hartel et al. 2007).

Em camundongos knock-out para Kir 4.1, a auséncia deste canal resultou numa
dramética reducdo das correntes Kir, despolarizacdo e diminuicdo da capacidade das células
gliais no tamponamento de K*. Além disso, a localizagdo subcelular dos canais Kir 4.1 é
consistente com o papel especifico da glia no transporte do K* entre os neurdnios e vasos

sanguineos (Butt & Kalsi 2006).

1.3.1.1 Relaco funcional entre Kir 4.1 e AQP-4

Durante 0 aumento do K extracelular, que ocorre nos espagos ao redor dos nodos de
Ranvier e ax6nios ndo-mielinizados, a captacio de K pelos astrcitos é provavelmente
associada com o co-transporte de agua. Neste caso, a AQP-4 que é expressa nestes locais,
poderia servir como uma rota de saida para a agua, e isto seria vantajoso para a liberacéo de
K" se a permeabilidade a agua da AQP-4 fosse aumentada pela alta concentragio de K*
extracelular (Zelenina 2010).

Ha evidéncias teoricas e experimentais em diversas regides do SNC que a elevacao da
concentragio de K* causada pela atividade neuronal produz uma diminuicdo no espaco
extracelular, isto devido ao aumento transitorio no volume dos pés astrocitarios, o qual é
mediado por um alto indice de acimulo de fluidos acompanhando a captacdo de K.

Diversos estudos demonstraram a sobreposicdo da expressdo ontogenetica de Kir 4.1 e
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AQP-4 tanto em astrocitos como nas células de Mdiller na retina, sugerindo uma associagao
molecular da AQP-4 e Kir 4.1 no tamponamento espacial do K*, o que facilitaria o

movimento de agua através da membrana plasmaética (Benfenati & Ferroni 2010).

1.4 Proteinas S100

As proteinas S100 sdo chamadas desta maneira por serem soltveis em solugdo 100%
saturada de sulfato de amoénio (Moore 1965). Essas proteinas sdo caracterizadas por serem
ligantes de célcio, do tipo EF-hand e por ndo apresentarem distribuicdo homogénea em
todos os tipos celulares. Atualmente ja foram identificadas 21 proteinas pertencentes a essa
familia. Elas s@o codificadas por genes distintos, localizados em diversos cromossomos e
sdo expressas de forma especifica por alguns tipos celulares. Por exemplo, no SNC

neurbnios expressam a S100A1, enquanto a S100B € expressa em astrécitos (Donato 2001).

1.4.1 Proteina S100B

A S100B possui peso molecular de 21 KDa e apresenta estrutura homodimérica, na
qual cada monémero possui dois sitios EF-hand de ligacdo para o célcio e também sitios
independentes de ligacdo para o zinco. A S100B apresenta duas pontes dissulfeto, mas sua
estrutura dimérica é mantida independentemente (Goncalves et al. 2008).

No SNC, a S100B ¢é expressa e secretada principalmente por astrocitos, onde exerce
efeitos autdcrinos. Ela também desempenha papéis paracrinos em neurénios e microglia

(Goncalves et al. 2008).
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O mecanismo de secrecdo da S100B ainda ndo esta elucidado, porém séo conhecidos
diversos moduladores desta proteina, como a serotonina, amonia, altas concentragdes de
glicose, altas concentracdes de glutamato, forscolina, acido lisofosfatidico e beta-hidroxi-
butirato (Goncalves et al. 2008).

Niveis elevados de S100B sdo observados no soro de pacientes portadores de Sindrome
de Down e no liquor de pacientes com a Doenca de Alzheimer, sugerindo que a S100B
pode ter um papel na patogénese de desordens cerebrais (Esposito et al. 2008, Peskind et al.
2001). Quando atua como citocina, a S100B pode participar da patofisiologia de doencas
neurodegenerativas tipicas ou de situac@es inflamatdrias, que provavelmente irdo gerar uma

desordem do tipo Alzheimer (Donato 2001).

1.4.1.1 Papéis Intracelulares

Intracelularmente, a proteina S100B pode regular a polimerizacdo do citoesqueleto
celular, inibindo a fosforilagdo da GFAP, vimentina e também da GAP-43, uma proteina
especifica de neurénios, modulando dessa maneira a plasticidade, metabolismo energético e
proliferacdo celular (Van Eldik & Wainwright 2003). A S100B também é capaz de se ligar
a varias proteinas alvo, como a proteina cinase C (PKC), fator anti-apoptotico Bcl-2 ou a

proteina supressora tumoral p53 (Donato 2001).

1.4.1.2 Papéis Extracelulares

A proteina S100B pode ter efeitos extracelulares toxicos ou tréficos dependendo da

concentracdo em que é secretada. Quando expressa na ordem de nanomolar possui efeitos



16

neurotroficos, promovendo o crescimento de neuritos, aumentando a sobrevivéncia
neuronal, modulando as sinapses e exercendo um papel neuroprotetor apds dano cerebral. A
S100B exerce seu papel neurotréfico possivelmente por mecanismos de interagdo com o
receptor para produtos finais de glicacdo avancada (RAGE), estimulacdo do fator de
transcrigdo NFxB e por promover o aumento da expressdo do fator anti-apoptdtico Bcl-2
nos neurdnios (Van Eldik & Wainwright 2003).

Em concentracbes na ordem de micromolar, a S100B tem efeitos neurotoxicos,
possivelmente por mecanismos dependentes da inducdo da liberacdo de citocinas pro-
inflamatérias como a interleucina 1-beta (IL-1pB), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-ao) e
interleucina-6 (IL-6) em células gliais e neurénios (Van Eldik & Wainwright 2003) e por
estimular a secrecdo de déxido nitrico por astrdcitos e microglia (Donato 2001). Os efeitos
neurotoxicos da S100B tambem parecem ser mediados pelo receptor RAGE (Huttunen et
al. 2000).

A proteina S100B pode ser considerada um marcador de lesdo cerebral aguda ou
crbnica por ocorrer uma elevacdo em sua concentragdo no soro € no LCR em resposta a
ativacdo glial (Rothermundt et al. 2003).

A S100B apresenta alteragdes na sua expressdo e secre¢do durante o desenvolvimento
cerebral. Sabe-se que ocorre um aumento na expressao desta proteina duas semanas apés o
nascimento, sugerindo o possivel envolvimento da S100B na proliferacdo glial e
plasticidade sindptica durante o desenvolvimento precoce (Tramontina et al. 2002).

Talvez haja uma relacdo entre a proteina S100B e proteinas expressas em outros
cromossomos, como a AQP-4. O gene para a proteina S100B esta localizado no
cromossomo 21, em situagBes nas quais a expressdo dos genes desse Cromossomo €

aumentada, como por exemplo na Sindrome de Down, ocorrem alteracGes na regulacao
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transcricional de varios outros genes, podendo modificar a expressdo de proteinas
localizados em outros cromossomos, como a AQP-4 que esté localizada no cromossomo
18. Na condigdo anteriormente mencionada, 0 aumento na expressdao de S100B poderia
induzir a formac&o de espécies reativas de oxigénio (ERO) e ativar cinases que respondem
ao estresse, isto provocaria um aumento compensatorio na expressao de AQP-4 (Esposito et

al. 2008).
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Il. Objetivos

v Verificar a relacdo funcional existente entre AQP-4, Kir 4.1 e a secre¢do da proteina
S100B em fatias hipocampais de ratos Wistar machos com idade de 15, 30, 45, 60 e 90 dias

através da inibigdo da AQP-4 com AZA ou TEA e do bloqueio de Kir 4.1 com BaCl,.

v Verificar as mudangas na expressdo ontogenética de AQP-4 e Kir 4.1 em cérebros

de ratos Wistar machos com idade de 15, 30, 60 e 90 dias.
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Abstract

Aquaporin-4 (AQP-4) is the principal brain water channel and is predominantly expressed
in astrocytes, surrounding synapses and capillary vessels, suggesting its dynamic
involvement in water homeostasis in brain tissue. Due to the co-localization of AQP-4 and
inward rectifier K* channels Kir 4.1, a functional coupling between these proteins has been
proposed. AQP-4 has a putative role in the physiopathology of brain disorders including
iIschemia, epilepsy and trauma. S100B is a calcium-binding protein expressed and secreted
by astrocytes, and commonly used as a parameter of astroglial activation. Here, we
investigate a possible link between AQP-4 activity (and Kir 4.1) and S100B secretion in
hippocampal slices of rats of different ages (15, 30, 60 and 90-days old) using inhibitors of
AQP-4 (AZA, acetazolamide and TEA, tetraethylamonium) and Kir 4.1 (barium chloride).
We found that blockade of AQP-4 with TEA and AZA produced an increase in S100B
secretion in young rats, compatible with an astroglial activation observed in many
conditions of brain injury. On the other hand, BaCl, induced Kir 4.1 inhibition caused a
decrease in S100B secretion, at any age analyzed. Both channels, AQP-4 and Kir 4.1,
exhibited a similar ontogenetic profile, in spite of the functional uncoupling, in relation to
S100B secretion. These data, together with previous observations from gap junctions and
glutamate transport of astrocytes, contribute to characterize the operational system

involving astroglial activation, particularly on S100B secretion, in brain disorders.

Key words: aquaporin-4, hippocampus, inwardly rectifier K* channel Kir 4.1, S100B.



22

Introduction

Aquaporin-4 (AQP-4) is the principal brain water channel, and is predominantly
expressed in astrocytes and ependimal cells (Yool 2007). The elevated expression of AQP-
4 in astrocytes surrounding synapses and capillary vessels suggests its dynamic
involvement in water homeostasis in the brain tissue. This aquaporin has gained much
attention due to its putative role in the physiopathology of brain disorders including
ischemia, epilepsy and traumatic brain disease, tumor-induced brain swelling, infections
and hydrocephalus (Papadopoulos & Verkman 2007).

Due to the co-localization between the AQP-4 and potassium channels, particularly
subtype 4.1 of the inwardly rectifier K channels (Kir 4.1), a functional coupling between
these proteins has been proposed (e.g Nagelhus et al. 2004). Astrocytes express multiple
Kir channel subtypes, however Kir 4.1 is predominantly expressed in these cells and it
seems to be the primary mechanism in maintaining the extracellular K™ homeostasis needed
for sustained neuronal excitability (see Olsen & Sontheimer 2008 for a review). There is
some evidence of the coupling between Kir 4.1 and AQP-4. For example, a mislocalization
of AQP-4 in transgenic mice was accompanied by a delayed K* clearance (Amiry-
Moghaddam et al. 2003). In spite of this close functionality, the mechanism that allows an
interaction between these channels remains poorly understood. Moreover, the coupling
between these channels was not found in cultured hippocampal astrocytes (Zhang &
Verkman 2008).

Three years ago, it was proposed that S100B, a calcium-binding protein also expressed
in astrocytes, could modulate the expression of AQP-4 (Esposito et al. 2008). S100B is a

very soluble protein of 21 kDa (Donato et al. 2009). Intracellularly, many putative protein
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targets of S100B have been characterized, particularly modulating cytoskeleton plasticity
and cell proliferation. At sub-nanomolar concentrations, extracellular S100B stimulates in
vitro neurite growth, glial proliferation and promotes neuronal survival. However, elevated
levels of this protein (particularly in cerebrospinal fluid and serum) have been associated
with astroglial activation in conditions of brain injury (Goncalves et al. 2008). Although the
mechanism of S100B secretion remains unknown, some secretagogues [e.g. gap-junction
inhibitors (Leite et al. 2009)] have been identified and these help us to interpret changes in
the extracellular content of this protein.

Beyond the data suggesting an AQP-4- induced expression by S100B (Esposito et al.
2008), other clues reinforce a putative connection between S100B and AQP-4. For
example, interleukin 1-beta increases the expression of AQP-4 (Ito et al. 2006) and it is
able to modulate S100B secretion in astrocytes and hippocampal slices (de Souza et al.
2009). Interestingly, in neuromyelitis optica (NMO), a severe auto-immune demyelinating
disease, in which anti-AQP-4 antibodies are produced (Jarius et al. 2008), an increase in
cerebrospinal fluid S100B was observed in relapsing patients (Misu et al. 2009). However,
no data are available regarding any direct connection between AQP-4 (or its co-operant
channel Kir 4.1) and S100B secretion.

Herein, we investigated whether changes in AQP-4 and/or Kir 4.1 activity, using
classical inhibitors of these channels, could modulate S100B secretion in hippocampal
slices, and whether such modulation would be related to the age-dependent expression of

these channels.
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Material and Methods

Animals Wistar rats were obtained from our breeding colony, maintained under controlled
light and environmental conditions (12 hour light/12 hour dark cycle at a constant
temperature of 22 + 1°C) and had free access to a 20% (w/w) protein commercial chow and
water. All animal experiments were carried out in accordance with the National Institutes
of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH Publications No. 80-23)

revised 1996, following the regulations of the local animal house authorities.

Material Polyclonal anti-S100 antibody and anti-rabbit peroxidase-conjugated anti-lgG
were purchased from DAKO and Amersham, respectively. Polyclonal anti-aqp4 antibody
was obtained from Chemicon, and Polyclonal anti-Kir 4.1 from Santa Cruz. The antibodies
Alexa fluor (568) and Alexa fluor (488) were purchase from Invitrogen. Monoclonal anti-
S100B antibody (SH-B1), 4-(2-hydroxyethyl) piperazine-1-ethanesulfonic acid, [3(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide] (MTT) and o-phenylenediamine
were purchased from Sigma. Tetraethylammonium chloride (TEA) and barium chloride

(BaCl,) were obtained from Merck, and acetazolamide (AZA) from Alfa-aesar.

Preparation of hippocampal slices Wistar rats (15, 30, 45, 60 and 90 days-old) were killed
by decapitation, the brains were removed and placed in cold saline medium with the
following composition (in mM): 120 NaCl; 2 KCI; 1 CaCl,; 1 MgSQ,; 25 HEPES; 1
KH,PO, and 10 glucose, adjusted to pH 7.4 and previously aerated with O,. The

hippocampi were dissected and transverse slices of 0.3 mm were obtained using a Mcllwain
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Tissue Chopper. Slices were then transferred immediately into 24-well culture plates, each
well containing 0.3 mL of physiological medium and only one slice. The medium was
changed every 15 min with fresh saline medium at room temperature. Following a 120 min
equilibration period, slices were incubated in the absence or present of TEA, BaCl, or

AZA, as indicated in the results for 1 h at 30°C.

ELISA for S100B The S100B concentration was determined in aliquots of ten microliters
of medium after 1 h of incubation. The ELISA for S100B was carried out, as described
previously (Leite et al. 2008). Briefly, 50 uL of sample plus 50 pL of Tris buffer were
incubated for 2 h on a microtiter plate previously coated with monoclonal anti-S100B.
Polyclonal anti-S100 was incubated for 30 min and then peroxidase-conjugated anti-rabbit
antibody was added for a further 30 min. The color reaction with o-phenylenediamine was

measured at 492 nm. The standard S100B curve ranged from 0.002 to 1 ng/mL.

Immunohistochemistry for AQP4 and Kir 4.1 Rats were anesthetized using
ketamine/xylazine and were perfused through the left cardiac ventricle with 200 mL of
saline solution, followed by 20 mL of 4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer, pH
7.4. The brains were removed and left for post-fixation in the same fixative solution at 4-C
for 2 h. After this, the material was cryoprotected by immersing the brain in 30% sucrose in
phosphate buffer at 4°C (Rodrigues et al. 2009). The brains were sectioned (50 xm) on a
cryostat (Leitz) and sections were then pre-incubated in 2% bovine serum albumin in
phosphate buffered saline containing 0.3% Triton X-100 for 30 min. The sections were
incubated with polyclonal anti-AQP4 from rabbit, diluted 1:300 in 2% bovine serum

albumin in phosphate buffer-Triton X-100, for 48 h at room temperature. After washing
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several times, tissue sections were incubated with polyclonal anti-Kir 4.1 from goat, diluted
1:300 for 48 h. Subsequently, an Alexa fluor (568) secondary antibody, diluted 1:200 in
phosphate buffer was incubated at room temperature for 2 h and then Alexa fluor (488) for
a further 2 h. Afterwards, the sections were mounted on slides with Fluor save and covered
with coverslips. Immunoreactions for AQP-4 and Kir 4.1 in the striatum radiatum of the
CALl hippocampal region (identified based on intraural coordinates 5.86 to 4.16 mm,
bregma -3.14 to -4.16 mm) (Paxinos & Watson, 1998) were analyzed using the Scion
Image software. Picture elements (pixels) were obtained from squares with 11484.46 pm?
(our area of interest, AOI). Six sections per animal, from 5 animals per age were analyzed.

At least, 6 readings were performed in each analyzed section.

Other measurements Extracellular S100B content was referred to as “secretion”, based on
the cell integrity measurement (data not shown), by measuring lactate dehydrogenase
(LDH) activity with a colorimetric commercial kit (from Doles, Brazil) and colorimetric

MTT method (Hansen et al. 1989).

Statistical analysis Data from the experiments are presented as means + standard error and
were analyzed statistically by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by posthoc
analyzes (Tukey’s test). Results from control conditions (0.01% dimethyl sulfoxide) used in
the figures were not different from those obtained under basal conditions without dimethyl
sulfoxide. Values of p < 0.05 were considered to be significant. All analyses were carried

out using the Statistical Package for Social Sciences (SPSS) software.
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Results

As shown in Fig. 1, hippocampal slices from 15 or 30-days old rats incubated with
AQP4 inhibitor, TEA, at 10 (Fig 1A) or 1000 uM (Fig 1B) demonstrated an increase in
S100B secretion. However, S100B secretion from hippocampal slices of older animals (45,
60 or 90-days old rats) was not affected by the presence of this inhibitor. The integrity and
viability of these slices were evaluated by LDH and MTT reduction activity assays,
respectively (data not shown).

Using AZA, another inhibitor of AQP4, we also observed an increase in S100B
secretion (Fig. 2). At 1 uM AZA, S100B secretion significantly increased only in
hippocampal slices of 15-day old rats (Fig 2A). However, at 100 uM AZA, the increase in
S100B secretion was observed in 15, 30 and 45-days old rats (Fig. 2B). It is important to
mention that DMSO at 0.01%, the vehicle for AZA, did not alter the basal S100B secretion
at any age analyzed (data not shown).

Due to the functional connection between AQP4 and potassium channels, we
investigated a possible effect of barium on S100B secretion in hippocampal slices of rats of
different ages (Fig 3). When hippocampal slices were incubated with 100 uM barium
chloride, we observed a decrease in S100B secretion in the younger rats (15-45-days old
rats) (Fig. 3A). However, at 1000 uM, barium was able to decrease S100B secretion in the
hippocampal slices of rats at all ages analyzed (Fig. 3B).

We then investigated the effects of both TEA (positive effect) and barium chloride
(negative effect) on S100B secretion (Fig 4). When TEA (at 10 pM) and barium chloride

(also at 10 uM) were administered, an increase of S100B secretion was observed only in
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hippocampal slices of 15-day old rats (Fig 4A). However, when hippocampal slices were
incubated TEA (at 1000 uM) and barium chloride at 1000 puM, the negative effect on
S100B secretion was predominant and observed for all ages analyzed (Fig 4B).

In order to evaluate the immunoreactivity for AQP4 and Kir 4.1, we carried out an
AQP4 and Kir 4.1 immunohistochemical study. The photomicrographs of AQP4 and Kir
4.1 indicate the immunofluorescence for these proteins (Fig. 5A, B, D and E) and when we
analyzed these images by confocal microscopy, we observed the co-localization of AQP4
and Kir 4.1 in an astrocyte (Fig 5C and F).

Subsequently, we quantified the immunofluorescence for these proteins in rats of
15, 30, 60 and 90 days old. We observed a decrease in AQP4 expression in 60 and 90-days
old rats when compared with the younger animals (Fig. 6A). The immunofluorescence for
Kir 4.1 was decreased in 90-days old rats, compared with 15, 30 and 60-day old animals

(Fig. 6B).

Discussion

Aguaporin-4, the main water channel of astrocytes, is localized in the plasmatic
membrane surrounding capillaries and synapses, and is a key component in the
pathogenesis of brain edema, commonly associated with ischemic and traumatic brain
injury (Papadopoulos & Verkman 2007). During acute transient arterial occlusion in rats, a
rapid loss (about 2 h) of AQP-4 was observed in a specific area of vascular damage
(Friedman et al. 2009). Other studies in trauma models of brain injury also showed a
decrease in AQP-4, followed by an increase in this protein (e.g. Ke et al. 2001). Apparently

this initial decrease could reflect a mechanism of self-protection avoiding the brain swelling
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(Friedman et al. 2009). On the other hand, the recovery of brain tissue seems to involve the
up-regulation of AQP-4 observed later on.

Commonly, many clinical and experimental conditions of brain injury are
accompanied by elevation of peripheral S100B, which in turn are interpreted as being due
to the astroglial activation (Goncalves et al. 2008). In fact, acute S100B release could work
as a neurotrophic factor to neighbor cells (Donato et al. 2009) and/or as an alarmin, i.e., a
warning signal of danger (Bianchi et al. 2007). However, to date, no direct link between the
decrease in AQP-4 function and the increase in extracellular S100B has been investigated.
Our results in hippocampal slices from young rats show that a decrease in AQP-4 activity
(induced by specific inhibitors) was accompanied by an increase in S100B secretion. An
initial increase of S100B in brain injury has been proposed not only as a warning signal for
newborn cells, but also as a factor released for protection and neural survival (Donato et al.
2009, Goncalves et al. 2010). Therefore, we may suppose that S100B release from
astrocytes, at least in part, could result from decreased AQP-4 activity. The mechanism
involved in the S100B secretion is unclear, as well as the signaling involved. However, the
interaction maybe involve a calcium-mediated signaling pathway initiated by water influx
through the AQP-4 (Thrane et al. 2011), assuming that S100B secretion seems to be an
event that is dependent on calcium (Nardin et al. 2009, Davey et al. 2001).

In this study, we used two classes of aquaporin-4 inhibitors: TEA (from class of
quaternary ammonium salts) and AZA (from class of sulfonamides) (Haddoub et al. 2009).
Although these are more specific for sub-type 4 aquaporins, molecular targets other than
aquaporins have been described for these compounds. We cannot rule out that other targets

of these compounds are involved in the secretion of S100B. Nevertheless, both TEA and
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AZA, at concentrations used for AQP-4 inhibition, stimulated S100B secretion in
hippocampal slices from young rats.

Interestingly, in agreement with the stimulatory effect on S100B secretion observed
in young rats, the ontogeny of AQP-4, evaluated by immunohystochemistry, was found to
be more elevated in young rats (15-30-days old) than in adult rats (90-days old). This result
was confirmed by Western blotting (data not shown). This link, observed in vitro, between
AQP-4 inhibition and S100B secretion cannot help to explain the unchanged levels of
serum S100B that we observed in relapsing NMO patients, where elevated levels of anti-
AQP-4 antibodies are produced (Robinson-Agramonte et al. 2010). However, conversely
and in agreement with our present data, other studies found increased levels of
cerebrospinal fluid S100B in NMO disease (e.g. Misu et al. 2009). This discrepancy
between serum and cerebrospinal fluid samples reinforces the idea that other cell sources of
S100B, beyond astrocytes, contribute to serum S100B (Goncalves et al. 2008, Goncalves et
al. 2010).

Another aspect investigated in this work was the putative functional association of
glial K* channel Kir 4.1 with AQP-4. In fact, the ontogeny of these proteins, investigated
here by immunohystochemistry and Western blotting, reinforces the idea of a close
interaction between them. The idea of a structural and functional interaction between Kir
4.1 and AQP-4 is supported by some evidence (see Nagelhus et al. 2004). For example,
membrane co-localization (Nagelhus et al. 1999) and delayed K" clearance in transgenic
mice exhibiting mislocalization of AQP-4 (Amiry-Moghaddam et al. 2003). However,
some controversy surrounds these findings. For example, no changes in the
electrophysiology of Muller cells were observed in AQP-4 knockout mice (Ruiz-Ederra et

al. 2007) and no changes in water permeability were observed in hippocampal astrocytes
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incubated with BaCl, (Zhang & Verkman 2008). The inhibition of Kir 4.1 (by BaCl,), in
contrast to the inhibition of AQP-4, caused a decrease in S100B secretion in hippocampal
slices from young rats. This argues against a functional coupling between Kir 4.1 and AQP-
4. Notice that at high concentrations of BaCl, (1 mM) the inhibition of S100B secretion
was predominant over the TEA stimulatory effect.

Assuming acute S100B release as being a warning signal or a protective factor to
neighboring cells, it is difficult to conceive that an impairment of Kir channels results in a
decrease of S100B. In fact, the inhibition of two important astrocyte activities such as
glutamate transport and gap junctions resulted in S100B release (Tramontina et al. 2006,
Leite et al. 2009). Moreover, Kir inhibition by BaCl, is accompanied by a reduction of
glutamate uptake (Kucheryavykh et al. 2007), and glutamate uptake was reduced in Kir 4.1
knockout mice (Djukic et al. 2007). These data, together, could suggest that Kir inhibition
may result in an increase in S100B release. In addition, our findings demonstrate that
inhibition of aquaporin-4, which functionally interacts with gap junctions and Kir channels
(Lichter-Konecki et al. 2008), also resulted in increased S100B release. A possible
explanation for this would be that Kir channel impairment directly affects the mechanism
of S100B secretion, which remains unknown (Leite et al. 2009). Further experiments will
confirm, or not, this possibility. Moreover, the effect of BaCl, is not limited to Kir channels
and BaCl, could be affecting S100B secretion, independently of an effect on Kir channels.

However, it is important to mention that, in two other conditions that could result
from neuronal hyperactivity, elevated glutamate (e.g. 1 mM) or K* (e.g. 30 mM) also leads
to a decrease in S100B release in brain slices (Nardin et al. 2009, Buyukuysal 2005). In

support of these findings, accumulation of K* in hippocampal slices after traumatic brain
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injury attributed to a decrease in Kir currents was also observed in control slices incubated
with BaCl, (D'Ambrosio et al. 1999).

Finally, it important to comment that a connection between astrocyte S100B release
and AQP-4 activity could be clinically useful in the future and could allow the correlation
of these in vitro and in vivo parameters of S100B release, considering the necessity for the
development of therapeutic AQP-4 inhibitors and the current limitations of measurements
of water permeability (Haddoub et al. 2009). In summary, we show that blockade of AQP-4
with TEA and AZA in hippocampal slices from young rats produced an increase in S100B
secretion, compatible with the astroglial activation observed in many conditions of brain
injury. Conversely, inhibition of Kir 4.1 channels with BaCl; resulted in a decrease in the
secretion of S100B. Both AQP-4 and Kir 4.1 channels exhibited a similar ontogenetic
profile, in spite of the functional uncoupling in relation to S100B secretion. These data,
together with other observations from gap junctions and glutamate transport of astrocytes,
contribute to characterize the operational system involving astroglial activation, particularly

in S100B secretion during conditions of brain injury.
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Figure Legends

Figure 1. Effect of TEA on S100B secretion in hippocampal slices. Hippocampal slices
from Wistar rats of different ages (15, 30, 45, 60 and 90-days old) were exposed to TEA at
concentrations of 10 uM (A) and 1000 uM (B) for 1 h. S100B was determined by ELISA.
The line indicates basal secretion, assumed as 100%, in each experiment. Each value is a
mean (+ standard error) of 6 independent experiments performed in triplicate. *
Significantly different from basal secretion p<0.05 compared to control (ANOVA followed
by the Tukey’s test).

Figure 2. Effect of AZA on S100B secretion in hippocampal slices. Hippocampal slices
from Wistar rats of different ages (15, 30, 45, 60 and 90-days old) were exposed to AZA at
concentrations of 1 uM (A) and 100 uM (B) for 1 h. S100B was measured by ELISA. The
line indicates basal secretion, assumed as 100%, in each experiment. Each value is a mean
(x standard error) of 6 independent experiments performed in triplicate. * Significantly
different from basal secretion p<0.05 compared to control (ANOVA followed by the
Tukey’s test).

Figure 3. Effect of BaCl, on S100B secretion in hippocampal slices. Hippocampal slices
from Wistar rats of different ages (15, 30, 45, 60 and 90-days old) were exposed to BaCl, at
concentrations of 100 uM (A) and 1000 uM (B) for 1 h. S100B was measured by ELISA.
The line indicates basal secretion, assumed as 100%, in each experiment. Each value is a
mean (x standard error) of 6 independent experiments performed in triplicate. *
Significantly different from basal secretion p<0.05 compared to control (ANOVA followed
by the Tukey’s test).

Figure 4. Effect of TEA + BaCl, on S100B secretion in hippocampal slices. Hippocampal
slices from Wistar rats of different ages (15, 30, 45, 60 and 90-days old) were exposed to
TEA and BaCl, at concentrations of 10 uM (A) and 1000 uM (B) for 1 h. S100B was
measured by ELISA. The line indicates basal secretion, assumed as 100%, in each

experiment. Each value is a mean (£ standard error) of 6 independent experiments
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performed in triplicate. * Significantly different from basal secretion p<0.05 compared to
control (ANOVA followed by the Tukey’s test).

Figure 5. Immunohystochemistry for AQP-4 and Kir 4.1. Dentate gyrus of hippocampal
sections of 30-days old rats were analyzed by immunohistochemistry for AQP-4 (green)
and Kir 4.1 (red). Panels A, B and C are photomicrographs of immunofluorescence for
AQP-4, Kir 4.1 and AQP-4 + Kir 4.1 (merged image), respectively. Arrows in A, B and C
panels indicate blood vessels, which are detailed in panels D, E and F, respectively. Scale

bars = 50 um are indicated in panels C and F.

Figure 6. Ontogenetic immunocontent of AQP-4 and Kir 4.1 in rat hippocampus. Dentate
gyrus of hippocampal sections of Wistar rats (from 15, 30, 60 and 90-days old) were
analyzed by immunohistochemistry for AQP-4 (panel A) and Kir 4.1 (panel B). The images
were processed in a software Scion. Values are mean * standard errors of 5 rats in each
group. One-way ANOVA was performed followed by Tukey’s test (p < 0.05). a and b

indicate different statistical groups.
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Figure 5
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1. Discussao

A proteina AQP-4 desempenha func¢des no encéfalo tanto em condi¢des fisiologicas
como na patofisiologia de diversas desordens cerebrais. Em condices fisioldgicas, a AQP-
4 exerce um importante papel protetor por facilitar a entrada de 4gua e o tamponamento de
K" que ocorre ap6s estimulagdo neuronal. A eficacia reduzida do tamponamento de K*
poderia aumentar a vulnerabilidade a crises epiléticas (Zelenina et al. 2005). Em geral, a
expressdo de AQP-4 é alterada em astrécitos em situaces associadas com edema cerebral,
mas essa proteina também pode facilitar a migracdo astrocitaria e alterar a atividade
neuronal (Tait et al. 2008).

O edema cerebral citotoxico é o acumulo intracelular de agua devido a falha energética
e inabilidade das células em regularem o seu volume. Isto resulta em uma troca da &gua do
compartimento intersticial para o intracelular e uma absor¢do de 4gua da corrente sanguinea
para o parénquima cerebral (Papadopoulos & Verkman 2007). O edema citotdxico é
associado com uma reducao do volume do espaco extracelular e BHE intacta. A agua flui
da vasculatura para os compartimentos cerebrais intracelulares quando a bomba Na'/K*
ATPase falha ou a concentragdo de Na* extracelular diminui. Este tipo de edema ocorre,
por exemplo, na fase precoce da isquemia cerebral, hipdxia e hiponatremia (Tait et al.
2008). Trabalhos demonstraram que ratos knock-out para AQP-4 no modelo de edema
cerebral citotoxico tiveram uma melhora na absorcdo e reduziram o acumulo de &gua
encefalica quando comparados com ratos com edema citotoxico expressando normalmente
a AQP-4 (Manley et al. 2000, Papadopoulos & Verkman 2005). A 4gua move-se do sangue
para o cérebro através da BHE por trés membranas celulares: membranas endoteliais

luminal e basal, que ndo possuem AQP-4, e membrana dos processos dos pes astrocitarios,
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gue contém AQP-4. As trés membranas sdo equivalentes a trés resistores em série, na qual
a resisténcia da membrana astrocitaria aumenta em ratos deficientes de AQP-4, ja que a
agua atravessa a membrana astrocitaria primariamente através desta AQP (Tait et al. 2008).

No entanto, no edema cerebral vasogénico as forgcas hidrosmoticas causam um
extravasamento do exsudato rico em proteinas do plasma, o que provoca 0 rompimento da
BHE para dentro do espago extracelular encefalico e, entdo, a expansdo deste
compartimento (Tait et al. 2008). Neste caso a AQP-4 facilita a eliminacdo de &gua. O
excesso de agua move-se dentro do cérebro por um mecanismo de fuga pela BHE e a 4gua
deixa o encéfalo através do movimento para dentro do LCR por meio da glia limitante
repleta de AQP-4, localizada ao redor dos ventriculos cerebrais e na superficie encefélica
(Verkman 2009). Este tipo de edema foi observado em casos de tumores e edema

decorrente de abscessos cerebrais (Papadopoulos & Verkman 2007).

(a) Edema Citotoxico (b) Edema Vasogénico
AQP4 ___ H,0
A Lamen
Célula '
Endotelial
Processos % \
dos pés Juncées Célula \| |
astrocitarios  Oclusivas  Cndotelial HO

Figura 3. Edema cerebral citotdxico e vasogénico. Adaptado de (Tait et al. 2008).
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Existem evidéncias de alterag0es na expressdo de AQP-4 em casos de neuromielite
Optica (Jarius et al. 2008, Robinson-Agramonte et al. 2010), esclerose multipla, esclerose
lateral amiotrdfica (Nesic et al. 2010), isquemia, trauma, tumores, inflamacéao e distarbios
metabdlicos (hiponatremia, hiperamonemia e uremia) (Zelenina 2010).

O mecanismo de regulacdo da AQP-4 é de grande interesse, no entanto ainda ndo esta
bem esclarecido. Sabe-se que a modulagdo da expressdo desta proteina pode ocorrer por
substancias exogenas ou pela liberacdo de citocinas, como por exemplo, a proteina S100B
(Esposito et al. 2008). Ja foi proposto que em células precursoras neurais com Sindrome de
Down, onde ha uma superexpressdo de S100B, consequente geracdo de ERO e ativacao de
cinases que respondem ao estresse, ocorre um aumento compensatorio na expressao de
AQP-4. Este aumento na regulacdo da AQP-4 pela S100B poderia ser util ja que a AQP-4
mantém a homeostase cerebral por facilitar a liberacdo de agua para o espaco extravascular
e também por a AQP-4 transferir as ERO intracelulares para o espaco extracelular
(Esposito et al. 2008).

Embora ja tenha sido proposto que a S100B poderia modular a expressdo de AQP-4
(Esposito et al. 2008), ainda néo foi investigado se a regulacdo da AQP-4 poderia, por sua
vez, alterar a secrecdo de S100B. Neste estudo nds verificamos se fatias hipocampais de
ratos jovens expostas aos inibidores de AQP-4 tém sua secre¢do de S100B aumentada.

Além da S100B, outros compostos como a dopamina (Kuppers et al. 2008) e a IL-1p
(Ito et al. 2006) ja foram descritos como capazes de alterar a expressdo de AQP-4. A
dopamina reduz a proliferacdo celular e foi capaz de diminuir a expressdo de AQP-4 em
astrocitos estriatais, sugerindo um possivel envolvimento da AQP-4 na diminuicdo da
proliferacédo astrocitaria regulada pela dopamina (Kuppers et al. 2008). A IL-1p provocou

um aumento na expressdo de AQP-4 em culturas de células astrocitarias e no cérebro de



51

ratos apds administracéo intracerebroventricular (ICV) de IL-1B, efeito este mediado pela
via do fator de transcri¢do nuclear kapa B (NF-kB) (Ito et al. 2006). Além disso, sabe-se
que a IL-1B modula a secrecdo de S100B em fatias hipocampais e culturas de astrocitos (de
Souza et al. 2009).

Estudos demonstraram que inibidores de AQP-4 poderiam reduzir o edema cerebral
citotoxico, enquanto ativadores desta proteina poderiam ser Uteis em situacdes de edema
vasogénico e hidrocefalia (Tait et al. 2008). J& foi demonstrado que a AQP-4 pode ser
dinamicamente regulada de diversas maneiras: abertura de canais, distribuigdo subcelular,
fosforilacdo, interagcBes proteinas-proteinas e formacdo de arranjos ortogonais (Zelenina
2010).

Ainda ndo existe a disponibilidade de ativadores ou inibidores desta proteina para uso
clinico, no entanto diversos compostos foram identificados como inibidores da AQP-4,
como por exemplo, arilsulfonamidas (Tanimura et al. 2009), drogas anti-epiléticas
(Yukutake & Yasui 2010), e compostos como zinco (Yukutake et al. 2009) e
tetraetilamonio (TEA) (Detmers et al. 2006).

O TEA é um bloqueador de canais de K* em concentragdes milimolar (mM), no entanto
mostrou-se capaz de inibir AQPs em concentra¢cdes muito menores, na ordem de puM. O
mecanismo de acdo do TEA € possivelmente pela interacdo deste composto com
aminoacidos localizados na face extracelular da AQP, especialmente nos loops A, C e E.
Este composto mostrou-se eficaz na inibi¢do de diversas AQPs, contudo nédo é especifico
para um unico tipo de AQP. Trabalhos demonstram uma diminuicdo significativa da
passagem de agua pelas AQP-1, AQP-2 e AQP-4 expostas ao TEA (Detmers et al. 2006).

A classe de arilsulfonamidas tem se mostrado promissora para o desenvolvimento de

agentes farmacoldgicos para AQPs. A estrutura molecular deste grupo € caracterizada pela
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presenca de um anel aromético de benzeno ligado ao grupo sulfonamida, SO,NH, (Yool et
al. 2009). Um importante integrante do grupo das sulfonamidas é a acetazolamida (AZA),
um inibidor da anidrase carbonica. A AZA inibe a AQP-4 e ndo tem efeitos na AQP-1,
demonstrando dessa maneira sua seletividade em relacdo as AQPs. No entanto, o
mecanismo de acdo da AZA ainda é desconhecido, mas a andlise estrutural da AQP-4
ligada a AZA poderia revelar o mecanismo pelo qual a AZA inibe a conducdo de &gua
através da AQP-4 (Tanimura et al. 2009).

Como o TEA (Detmers et al. 2006) e AZA (Tanimura et al. 2009) podem ser
quimicamente modificados, sdo compostos promissores para 0 desenvolvimento de
blogueadores especificos e seletivos para AQPs.

O zinco foi demonstrado como inibidor de AQP-4 em proteolipossomas, 0 que néo
garante sua eficacia em outras preparacdes celulares e em modelos in vivo. O zinco interage
com diferentes proteinas alvo modulando a plasticidade sinaptica, incluindo receptores para
neurotransmissores particularmente receptores glutamatérgicos e purinérgicos, e canais de
estoque de célcio. Além disso, resultados do nosso grupo demonstraram que 0 zinco é
capaz de modular negativamente a secre¢do de S100B em hipocampo de ratos (Nardin et al.
dados ndo publicados). Devido a sua baixa especificidade e como ainda ha poucas
evidéncias da modulacdo da AQP-4 pelo zinco, ndo utilizamos este composto como
modulador da AQP-4 em nosso trabalho.

Em nosso estudo verificamos se fatias hipocampais de ratos com diferentes idades
tratadas com os inibidores de AQP-4 (AZA e TEA) apresentavam alteracdes na secrecéo de
S100B. Encontramos um aumento na secrecdo de S100B em fatias hipocampais de ratos
com 15 e 30 dias de idade tratadas com TEA, em fatias de ratos de 15 dias tratadas com

AZA 1uM e fatias de 15, 30 e 45 dias tratadas com AZA 100 pM.
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As diferengas encontradas na secre¢do de S100B em ratos com diferentes idades podem
refletir as alteracbes na expressdo de AQP-4 ao longo do desenvolvimento. Ja foi
demonstrada uma baixa expressdo da AQP-4 no cerebelo de ratos logo apds o nascimento,
com um aumento significativo na segunda semana pds-natal (Wen et al. 1999). Nosso
trabalho demonstrou niveis aumentados de AQP-4 no hipocampo de ratos com 15 e 30 dias
quando comparados com animais de 60 e 90 dias de idade. Este aumento da AQP-4 nos
ratos mais jovens poderia explicar porque a secrecdo de S100B estd aumentada nos animais
com menor idade. Onde ha uma maior expressao de AQP-4, hd um aumento na secrecao de
S100B possivelmente regulada pela AQP-4. Nesses animais mais jovens, a AQP-4 parece
estar relacionada com a maturagdo dos processos envolvendo K* e homeostase da agua
(Vajda et al. 2000). Quando utilizamos inibidores de AQP-4, ocorre um aumento na
secrecdo de S100B possivelmente como uma resposta compensatéria a uma desregulacédo
na homeostase de agua encefalica.

Além disso, sabe-se que na doenca inflamatéria do SNC neuromielite 6ptica (NMO), os
auto-anticorpos anti-NMO (NMO-IgG) ligam-se seletivamente a AQP-4, resultando na
perda da funcdo destes canais de &gua. Pacientes com NMO tiveram um aumento nas
proteinas S100B e GFAP no LCR, sugerindo que esta elevacdo em paralelo com a
gravidade da doenca esteja relacionada com a auto imunidade anti-AQP-4 que afeta os
astrocitos na NMO (Jarius et al. 2008, Robinson-Agramonte et al. 2010). No entanto,
outros resultados mostraram que a S100B no soro de pacientes com NMO tende a diminuir
(Robinson-Agramonte et al. 2010), sugerindo que mais estudos S0 necessarios para
compreender o papel da S100B na NMO.

No inicio do desenvolvimento, o espago extracelular ocupa uma grande fracdo do

volume cerebral, o que permite a difusdo de agua e K'. Contudo, quando as células
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neuronais proliferam e crescem, o espago extracelular gradativamente diminui para
alcancar o volume caracteristico do cérebro adulto. Este espaco extracelular restrito ndo
pode acomodar o fluxo de ions e &gua que sdo gerados pela atividade neuronal, entdo é
essencial que as células neurais possuam mecanismos de tamponamento de K* e manuseio
de &gua, como os canais Kir e as AQPs, para compensar a perda do grande volume
extracelular. As falhas na manutencio da homeostase de agua e K* em locais de alta
atividade neuronal poderiam causar despolarizagfes celulares excessivas e descargas
neuronais (Wen et al. 1999). A ontogenia da AQP-4 e Kir 4.1 esta relacionada com os
processos envolvendo K* e regulacdo do volume, entdo é essencial entender como a
expressdo destas proteinas é alterada durante o desenvolvimento para relacionar com
possiveis falhas na homeostase de 4gua e K" no SNC.

Ha uma co-localizagdo da AQP-4 e do canal retificador interno de potéssio Kir 4.1 na
membrana dos pés astrocitarios, sugerindo que o tamponamento de K* mediado por Kir 4.1
esta acoplado com o transporte de agua através da AQP-4 (Vajda et al. 2000). Em nossos
resultados confirmamos esta co-localizacdo da AQP-4 e do Kir 4.1 nos astrdcitos. A
expressdo ontogenética deste canal de K™ seguiu um padrdo similar com a expressdo de
AQP-4, ou seja, niveis mais elevados em hipocampos de ratos com 15 e 30 dias, ocorrendo
um leve decréscimo nos animais de 60 dias e atingindo uma diminuicdo significativa nos
animais de 90 dias quando comparados com os de 15, 30 e 60 dias.

Quando incubamaos fatias hipocampais de ratos com diferentes idades com o inibidor de
canais de K", cloreto de bario (BaCl,), obtivemos uma diminui¢do na secrecdo de S100B
em todas as idades avaliadas. No entanto, o efeito do BaCl, comegou a aparecer em animais
mais jovens quando utilizamos uma concentracdo de 100 UM, e pode ser notado em todas

as idades analisadas quando aumentamos a dose de BaCl, para 1000 puM. Existem diversos
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subtipos de canais Kir, no entanto, os canais Kir do tipo 4.1 sdo predominantemente
expressos nas células gliais no encefalo e tem sido aceitos como principal mecanismo na
manutencdo da homeostase extracelular de K* necessdria para a sustentacio da
excitabilidade neuronal (Yool 2007). Como a proteina S100B é secretada principalmente
por astrdcitos, acreditamos que o efeito do BaCl, na secrecdo de S100B possa ser devido a
inibicdo do canal retificador interno de K* Kir 4.1.

A inibicdo dos canais Kir 4.1 poderia resultar num aumento do K" intracelular e
consequente despolarizagdo. Além disso, resultados do nosso grupo demonstraram que
fatias hipocampais tratadas com alto K* extracelular tém uma diminuicdo na secrecdo de
S100B. Esta diminuicdo pode ser mediada por um fator neuronal liberado (ainda néo
identificado) durante a despolarizagdo neuronal decorrente do alto K*, como por exemplo, 0
neurotransmissor glutamato (Nardin et al. 2009). Porém, ndo sabemos se a quantidade de
K" acumulada resultante da inibi¢do dos canais Kir é suficiente para causar uma alteragéo
equivalente a um aumento do K* extracelular sobre a secre¢do de S100B.

Em fatias hipocampais incubadas simultaneamente com TEA e BaCl, nas mesmas
concentragdes (10 ou 1000 pM), observamos que na menor concentracdo utilizada
prevaleceu o efeito do TEA, ou seja, obtivemos um aumento na secrecdo de S100B. Ja
quando utilizamos os dois inibidores em doses de 1000 uM, o efeito do BaCl, foi mais
acentuado, ocorrendo uma diminuig&o na secrecdo de S100B.

O tamponamento do K" espacial é acompanhado por alteracdes no volume do espaco
extracelular, indicando um rapido transporte transmembrana de agua através da membrana
plasmatica de astrocitos expressando AQP-4. Além disso, a captacdo de K* é mais lenta em

animais sem a expressédo de AQP-4 (Nagelhus et al. 2004).
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A expressao das proteinas AQP-4 e Kir 4.1 mantém um padréo similar no hipocampo de
ratos, um aumento até os 30 dias de idade com posterior diminui¢do nos 60 e 90 dias. Isto
reforca nossa ideia de que estas proteinas estdo relacionadas na regulacdo do volume
extracelular e tamponamento de agua e K, sugerindo que a co-localizacio destas proteinas
seja decorrente da relacdo entre suas funcdes.

No entanto, quando observamos o efeito dos inibidores de AQP-4 e Kir 4.1 na secre¢ao
de S100B, encontramos resultados opostos. Enquanto os inibidores de AQP-4 provocaram
um aumento na secrecdo de S100B nos animais mais jovens, o inibidor de Kir 4.1 causou
uma diminui¢do na secrecdo de S100B em todas as idades avaliadas. Estes resultados

sugerem que a AQP-4 e Kir 4.1 modulam de maneiras diferentes a secrecdo de S100B.

Neurdnio

Astroécito

Figura 4. Efeitos dos inibidores de AQP-4 e Kir 4.1 na secrecdo de S100B.
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Enguanto o aumento da secrecdo de S100B parece ser uma resposta compensatoria ao
desbalango na homeostase de dgua quando inibimos a AQP-4 em ratos mais jovens, a
diminuicdo na S100B pode ser consequéncia de fatores neuronais liberados em

consequéncia do acimulo de K* devido a inibicdo dos canais Kir.
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V. Conclustes

Nossos dados demonstraram um aumento na secrecéo de S100B em fatias hipocampais
de ratos jovens tratadas com inibidores de AQP-4, possivelmente este aumento na S100B
seja uma resposta compensatdria ao desbalango na homeostase de &gua causada pela
inibicdo da AQP-4. Além disso, nosso trabalho demonstrou uma diminuigdo na secrecao de
S100B em fatias hipocampais tratadas com um inibidor de canais de K*, neste caso, a
diminuicdo na S100B possivelmente seja conseqiiéncia do aumento na concentragio de K*
intracelular, provocando a liberagéo de um fator neuronal ainda indeterminado.

Foi observada uma expressao aumentada de AQP-4 em ratos com 15 e 30 dias quando
comparados com animais de 60 e 90 dias. Além disso, a expressdo de Kir 4.1 também foi
maior em ratos mais jovens quando comparados com animais de 90 dias.

Embora a AQP-4 e Kir 4.1 estejam co-localizadas e apresentam um padrdo de
expressdo similar, o mecanismo pelo qual estas proteinas modulam a secrecdo de S100B

parece ser independente.
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