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PARTE I



RESUMO

Uma elevagdo da concentracdo de amonia no sangue é tdxica e pode levar a
convulsbes, coma e morte. A suscetibilidade do cérebro em desenvolvimento a
alteracOes neuroldgicas é maior do que no adulto. O citoesqueleto e, em particular, 0s
filamentos intermediarios (FIs) sdo um alvo de neurotoxinas e metabdlitos toxicos. No
SNC temos os Fls neuronais, representados pelos neurofilamentos de alto, médio e
baixo peso molecular (NF-H, NF-M, NF-L), e os astrocitarios, proteina glial fibrilar
acida e vimentina (GFAP e VIM), entre outros. A fosforilacdo é uma modificacdo pos-
traducional bem descrita como um dos principais mecanismos de regulacdo da dinamica
dos Fls. No presente trabalho, estudamos os efeitos de concentragdes toxicas de amonia
sobre o citoesqueleto, com énfase na homeostase do sistema fosforilante direcionado
para os Fls e alguns mecanismos moleculares envolvidos nesses efeitos. Para tanto,
utilizamos dois modelos experimentais de hiperamonemia aguda em animais de 10 e 21
dias de idade: in vivo e in vitro. No modelo in vivo, os animais foram injetados
intraperitonealmente com acetato de amonio (7 mmol/Kg) e o nivel de fosforilacdo das
proteinas do citoesqueleto foi analisado no cortex cerebral e no hipocampo. No modelo
in vitro, fatias de cortex cerebral e hipocampo de ratos nas mesmas idades foram
incubadas com diferentes concentragdes de NH4Cl. Nos dois modelos experimentais
utilizados as alteracBes no sistema fosforilante foram dependentes da idade e da
estrutura cerebral. A injecdo de acetato de amdnio ndo alterou o nivel de fosforilacdo
dos FlIs no cortex cerebral de ratos de 10 dias, 30 e 60 min apds a injecdo. No entanto,
observamos hipofosforilacdo dos Fls astrocitarios (GFAP e VIM) e neuronais (NF-L,
NF-M e NF-H) 30 min ap0s a injecdo, sendo que esse efeito foi revertido 60 min apos a
injecdo. O sistema fosforilante associado aos Fls das células neurais de hipocampo nédo
foi alterado com relacdo aos controles nas duas idades e nos dois tempos estudados. No
modelo in vitro a resposta ao NH4ClI foi estrutura-dependente e dose-dependente para as
concentracdes de 0,5, 1 e 5 mM. Fatias de hipocampo de ratos de 10 dias de idade
apresentaram hipofosforilacdo de GFAP, VIM e NFL em resposta a incubacdo com 5
mM de NH4CI, sem alteracdo na homeostase do citoesqueleto nas células neurais de
cortex cerebral. Por outro lado, fatias de cortex cerebral de ratos de 21 dias de idade
apresentaram hipofosforilacdo dos Fls astrocitarios (GFAP e VIM) sem alteracdo no
sistema fosforilante direcionado aos Fls de hipocampo. A hipofosforilagcdo em resposta
a sinais celulares estd frequentemente associada a ativagdo de proteinas fosfatases.
Portanto, em uma tentativa de estudar as vias de sinalizacdo buscamos identificar as
fosfatases envolvidas no efeito do NH4Cl, utilizando fatias de cortex cerebral. As
proteinas fosfatases 1 (PP1) e 2B (PP2B) foram ativadas em resposta a 5 mM de NH4ClI
aos 30 min e esse evento envolveu alteragdes nos niveis intra e extracelulares de Ca?*
via ativacao do sistema glutamatérgico por receptores N-metil-D-aspartato (NMDA). O
conjunto dos nossos dados evidenciam a neurotoxicidade da amonia por meio de um
desequilibrio no sistema fosforilante direcionado para os Fls tanto neuronais quanto
astrocitarios e de uma desregulacdo nos mecanismos de sinalizagdo celular envolvidos
na homeostase do citoesqueleto de astrocitos. Essas alteracfes podem ser parte
integrante dos danos neurolégicos associados a hiperamonemia aguda, principalmente
no cérebro em desenvolvimento, como retardo mental e paralisia cerebral. Acreditamos
gue esses resultados sdo relevantes para a compreensdo das bases moleculares
envolvidas com a toxicidade da amonia no SNC.



ABSTRACT

High ammonia levels in the blood are toxic to brain and can lead to seizures,
coma and death. The susceptibility of the developing brain to neurological
abnormalities is greater than in adults. The cytoskeleton and, in particular, the
intermediate filaments (IFs) are a target of neurotoxins and toxic metabolites. The
intermediate dilaments (IFs) in the CNS are mainly represented by neurofilaments of
high, medium and light molecular weight (NF-H, NF-M, NF-L) in neurons, glial
fibrillary acidic protein and vimentin (GFAP and VIM), in astrocytes. Phosphorylation
is a post-translational modification described as one of the major mechanisms regulating
the dynamics of IFs. In the present work, we studied the effects of toxic concentrations
of ammonia on the cytoskeleton, with emphasis in the homeostasis of the
phosphorylating system directed to the IFs and we focused in some molecular
mechanisms involved in these effects. For this, we use two experimental models of
acute hyperammonemia in animals of 10 and 21 days of age: in vivo and in vitro
models. In the in vivo model, animals were injected intraperitoneally with ammonium
acetate (7 mmol/Kg) and the phosphorylation level of the cytoskeletal proteins was
analyzed in the cerebral cortex and hippocampus.The injected acetate did not alter the
phosphorylation level of IFs in the cerebral cortex of 10 day-old rats, 30 and 60 min
after injection. However, we noted hypophosphorylation of the astrocytic (GFAP and
VIM) as well as neuronal IFs (NF-L, NF-M and NF-H) 30 min after injection, and this
effect was reversed 60 min after injection. The phosphorylating system associated with
IFs of neural cells of the hippocampus was not altered as compared with controls at both
ages and in the two studied times. In the in vitro model, the response to NH4CIl was
structure-dependent and dose-dependent at the concentrations of 0.5, 1 and 5 mM.
Hippocampal slices of 10-day-old rats showed hypophosphorylation of GFAP VIM and
NFL in response to incubation with 5 mM NH4CI, and unaltered homeostasis of the
phosphorylating system directed to the cytoskeleton in the neural cells of the cerebral
cortex. On the other hand, slices of cerebral cortex of 21-day-old rats showed
hypophosphorylation of astrocytic IFs (GFAP and VIM) without altering the
phosphorylating system directed to hippocampal IFs. The hypophosphorylation in
response to cellular signals is often associated with activation of protein phosphatases.
Therefore, in an attempt to study the signaling pathways we seek identify phosphatases
involved in the effect of NH4Cl, using cerebral cortex slices. The protein phosphatases 1
(PP1) and 2B (PP2B) were activated in response to 5 mM NH4CIl 30 min after injection
and this event was associated with in intra and extracellular Ca?* levels via activation of
glutamate N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors. Taken together, our data show that
the neurotoxicity of ammonia is directed to the phosphorylating imbalance of both
neuronal as astrocytic IFs through disruption of the homeostasis of the NMDA-
mediated signaling mechanisms of cortical astrocytes of 21-day-old rats. These changes
may be part of the neurological damage associated with acute hyperammonemia, in the
developing brain, as mental retardation and cerebral palsy. We believe that these results
are relevant for understanding the molecular basis involved in the toxicity of ammonia
in the CNS.
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INTRODUCAO

1.1. AMONIA NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

A amonia (NHz) é uma pequena molécula que em solucdo aquosa estd em
equilibrio com o ion amdnio (NH4"). O equilibrio depende do pH. O pKa da reacéo a
37°C ¢é 9,15. Em condigdes fisioldgicas, portanto, estd presente principalmente
(aproximadamente 98%) como NH4" (Felipo, 2009). Principalmente por convengdo o
termo “amonia” ¢ utilizado neste trabalho para se referir ao equilibrio NHs/NH,".

As concentragdes de amodnia no fluido cérebro-espinhal encontradas em
humanos, conforme reviséo de Marcaggi e Coles (2001) sdo de 0,023 mM (Bromberg et
al., 1960), 0,013 mM (Caesar, 1962), e 0,016 mM (Ferraro e Hare 1984). Em estudos
mais recentes, em uma populacdo de 23 pacientes neuroldgicos que ndo sofrem de
doencas do figado os valores de referéncia de aménia variaram de 0,008 a 0,026 mM,
com uma média de 0,018 mM (Huizenga et al., 1998). J& em ratos, segundo Cooper
(2013), os valores normais de aménia no cérebro estdo em torno de 0,18 mM
(corrigidos para o teor de agua de 80%) e valores acima de 2 mM, frequentemente
usados em experimentos in vitro podem, portanto, serem suprafisiolégicos. Segundo
Felipo (2009) em experimentos de intoxicagdo aguda com altas doses de amdnia 0s
niveis ndo alcangcam mais do que 3-5 mM.

O principal mecanismo para manter a concentragdo de aménia no sangue e
consequentemente no cérebro em niveis baixos é a detoxificagdo por incorporagdo na
ureia, que € eliminada na urina, esse processo € realizado exclusivamente no figado.
Nos humanos a amodnia é produzida pelo metabolismo de aminoacidos e bactérias
intestinais urease-positivas (Braissant et al., 2012). Uma das mais importantes vias de

producdo no cérebro é a glutamato desidrogenase, a qual catalisa a desaminacao



oxidativa reversivel do glutamato. Foi proposto que tanto em condigdes normais como
hiperamonémicas, a glutamato desidrogenase é produtora de amonia, particularmente,
em astrécitos, fornecendo uma via para a remocdo do excesso de nitrogénio do
catabolismo de certos aminoéacidos (Cooper e Plum, 1987). Embora o cérebro ndo possa
converter a amonia a ureia, ela € mantida em niveis baixos no sistema nervoso central
(SNC) pela glutamina sintetase, enzima presente em astrocitos (Felipo e Butterworth,
2002, Cagnon e Braissant, 2007). O principal mecanismo para detoxificagdo da aménia
no cérebro é a reacdo com glutamato para formar glutamina (Kosenko et al., 2003). A
glutamina sintetase dos astrécitos capta aménia para formar glutamina, a qual é
transportada aos neurénios, onde a glutamina é desaminada pela glutaminase, formando
glutamato (Figura 1). Nos neurénios GABAérgicos o glutamato pode ser convertido ao
acido gama-aminobutirico (GABA), um importante neurotransmissor inibitorio do
SNC, através da descarboxilase do acido glutamico (Bak et al., 2006). Em condigdes
normais o cérebro é um tecido significativamente importante na utilizacdo e

detoxificacdo da amoénia (Lockwood et al., 1979).
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Figura 1. Entrada e metabolismo da aménia no SNC. As extremidades dos astrocitos (AE) englobam os
capilares cerebrais — formando a barreira hemato-encefalica - em um terminal e corpos neuronais e
sinapses na outra extremidade formam uma zona de transmissdo para metabdlitos, e uma zona tampao,
entre o leito vascular cerebral e os neurénios. Em pH fisiol6gico cerca de 2% da amdnia no sangue esta
na forma de NHs, que rapidamente entra no cérebro, tanto nos processos astrociticos perivasculares (A)
quanto no espaco extracelular (B). Nos astrocitos a amonia pode ser neutralizada no corpo celular pela
reacdo da glutamina sintetase (GS), convertendo glutamato (Glu) em glutamina (GIn). A glutamina &,
entdo, transferida para os neur6nios e degradada pela glutaminase ativada por fosfato (PAG) a glutamato
e amdnia. Uma porc¢do do glutamato alimenta o pool de neurotransmissores, sendo liberada para a fenda
sinaptica e interage com receptores (retangulos preenchidos) localizados nas sinapses e em astrocitos.
Adaptado de Albrecht (2007) e Eid e Lee (2013).

1.2. HIPERAMONEMIA

Uma elevacdo da concentracdo de amonia na circulacdo sanguinea é denominada
hiperamonemia sendo téxica e levando a distarbios funcionais no SNC podendo
conduzir ao coma e morte (Felipo, 2009). A amoénia tem efeitos potencialmente
prejudiciais para 0 SNC e o cérebro em desenvolvimento (Tuchman et al., 2008b) que é
mais suscetivel a hiperamonemia aguda ou crénica, quando comparado ao cérebro de
adultos (Felipo e Butterworth, 2002). Dependendo da severidade e duracdo da
exposicdo, esses efeitos podem incluir convuls@es, déficits cognitivos levando ao coma
e no caso do cérebro em desenvolvimento ao retardo mental e paralisia cerebral
(Gropman et al., 2007, Enns, 2008, Braissant, 2010). Estudos neuropatol6gicos em
sindromes hiperamonémicas revelam, predominantemente, alteraces astrociticas
consistindo de inchamento celular no caso da hiperamonemia aguda e astrocitose
compativel com Alzheimer tipo Il, na hiperamonemia crénica. O cérebro exposto a altas
concentragfes de aménia apresenta a expressdo alterada de varias proteinas
astrocitarias, como a proteina glial fibrilar acida (GFAP), o transportador de aminoacido
excitatorio tipo 2 (EAAT-2), alguns tipos de receptores benzodiazepinicos e aquaporina

IV (Felipo e Butterworth, 2002).



Na hiperamonemia experimental as concentra¢fes de amonia no sangue situam-
se na faixa de 0,1 a 0,3 mM (Mans et al., 1994, Rose et al., 1998). Contudo,
concentragfes de amonia no cérebro da ordem de 1 a 5 mM foram descritas no estagio
de coma devido a encefalopatia em animais com insuficiéncia hepatica aguda (Swain et
al., 1992).

A situacdo mais comum em que hiperamonemia pode conduzir a alteracdo da
funcdo cerebral é a doenca hepatica (principalmente, cirrose do figado). Como a
alteracdo da funcdo cerebral e as alteragdes neuroldgicas associadas a essa situagdo sao
consequéncia de uma faléncia hepética anterior ela é chamada de encefalopatia hepética
(HE). Essa é uma sindrome complexa que abrange uma ampla gama de disturbios
neuropsiquiatricos que vao desde alteragdes minimas na personalidade ou alteragdes no
ritmo circadiano (ciclo sono-vigilia) até alteraces na funcéo intelectual, personalidade,
consciéncia e coordenacdo motora (Felipo, 2009). Na auséncia de edema cerebral
irreversivel, sintomas da HE em adultos sdo largamente reversiveis quando a aménia
retorna a niveis normais (Flint Beal e Martin, 1998, Braissant et al., 2012).

Em criangas, a hiperamonemia pode ser causada por desordens inerentes ou
adquiridas sendo que a mais frequente causa de hiperamonemia em criancas esta
relacionada com desordens do ciclo da ureia (UCDs) (Cagnon e Braissant, 2007), a qual
tem uma prevaléncia total estimada de 1:8200 nos Estados Unidos (Gropman e
Batshaw, 2004). Ressalta-se que a hiperamonemia pode provocar danos irreversiveis ao
SNC em desenvolvimento levando a atrofia cortical, dilatacdo ventricular e
desmielinizacdo, responsaveis pelo dano cognitivo, convulsdes e paralisia cerebral
(Braissant et al., 2012). A extensdo do dano depende do estagio de maturacdo e da
magnitude e duracdo da exposi¢do a amonia. O dano pode ser irreversivel em caso de

hiperamonemia prolongada ou quando os niveis sanguineos elevam-se entre 0,2 e 0,5



mM durante os dois primeiros anos de vida (Msall et al., 1984, Uchino et al., 1998,
Bachmann, 2003, Enns, 2008).

A hiperamonemia aguda em UCDs pode ser precipitada por qualquer fator que
afete o balanco metabdlico - incluindo a dieta - e aumente o prdprio catabolismo de
proteinas devido a excessiva restricdo dietética ou infecgdo. Infeccdo intercorrente é a
mais comum precipitante de hiperamonemia aguda em UCDs, sendo responsavel por
34% dos episddios, com 0s virus respiratérios sendo uma das principais causas
(Summar et al., 2008, Tuchman et al., 2008a, Mc Guire et al., 2013). Até 0 momento, 0s
mecanismos que levam a esses danos cerebrais ndo estdo suficientemente esclarecidos
(Cagnon e Braissant, 2007).

Apesar dos inimeros trabalhos mostrando as consequéncias metabdlicas de
concentracOes elevadas de aménia no cérebro, bem menos se sabe sobre os efeitos da
hiperamonemia sobre a homeostase do citoesqueleto em células neurais. Nesse
contexto, Felipo et al.,(1993) descreveu o aumento da interacdo de microtubulos com a
proteina associada a microttbulo (MAP) 2 em ratos hiperamonémicos. A fosforilagdo in
vitro usando homogenatos cerebrais mostrou diminuicdo da fosforilagdo da MAP2,
mediada pela proteina cinase C (PKC). Ainda, ratos tornados hiperamonémicos pela
ingestdo de dieta contendo acetato de amoénio apresentaram aumento de polimerizacao
da tubulina, sugerindo um desequilibrio na homeostase dos microtibulos em resposta a

amonia (Felipo et al., 1990).

1.2.1. MODELOS EXPERIMENTAIS DE HIPERAMONEMIA

Ratos sparse-full (spf) constituem um importante modelo animal para estudar os
efeitos da hiperamonemia hereditaria. Esses animais possuem um Unico ponto de
substituicdo no gene da ornitina carbamoiltransferase (OTC; EC 2.1.3.3.), com uma

transmissédo ligada ao cromossomo X. Dois modelos tém sido descritos: sparse full (spf)
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e sparse full com pele e pélo anormais (spf®") (DeMars et al., 1976, Qureshi et al.,
1979, Veres et al., 1987, Cagnon e Braissant, 2007). O modelo spf é ideal para estudar
os efeitos neurotoxicos da aménia em sindromes hiperamonémicas cronicas
(Ratnakumari et al., 1992, Qureshi e Rao, 1997).

Efeitos em longo prazo da hiperamonemia cronica tém sido estudados na
hiperamonemia congénita com a alimentacdo de ratas gravidas com acetato de amonio
até o desmame (dia 21 pés-natal) seguindo com uma dieta contendo altas doses de
amonia nos filhotes (Aguilar et al., 2000). Exceto para a OTC todas as outras UCDs séo
inerentes em um padréo autossomico recessivo existindo modelos animais para cada um
dos distarbios do ciclo da ureia (com a exce¢do da deficiéncia da N-acetilglutamato
sintetase), e para quase todos eles os seus fenotipos clinicos e bioquimicos assemelham-
se aos fenotipos observados em pacientes humanos (Deignan et al., 2008).

Adicionalmente, a hiperamonemia aguda tém sido estudada em varios modelos
em que hiperamonemia esta presente ou pode ser provocada utilizando cultura de
células e ou animais com o intuito de compreender os mecanismos fisiopatoldgicos da
disfuncdo neuronal (Murthy et al., 2001, Bélanger et al., 2002, Bjerring et al., 2015). In
vitro, os efeitos toxicos da aménia tém sido estudados em cultura de astrécitos (Schliess
et al., 2002, Andersson et al., 2009) ou neurdnios (Raabe, 1993, Rao et al., 2005) e em
fatias cerebrais de ratos (Chepkova et al., 2012, Haack et al., 2014) com a adi¢do de
NH4CI; e in vivo, através da injecéo intraperitoneal de acetato de aménio (Kosenko et
al., 1997, Rangroo Thrane et al., 2013, Klose et al., 2014) ou infusdo com urease
(Robinson et al., 1992).

A contribuicdo da hiperamonemia nas alteragdes encontradas em HE pode ser
estudada apenas usando modelos animais adequados que possam discernir quais efeitos

sdo devidos a hiperamonemia e quais sd@o devidos a outros fatores associados com
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insuficiéncia hepatica (Felipo, 2009). Holecek (2015) descreve os efeitos de diversas
varidveis levando a encefalopatia. No entanto, até agora, poucos estudos foram
realizados para estudar as alteracBes neuroldgicas em modelos de hiperamonemia
“pura”. Os estudos realizados em modelos animais de insuficiéncia hepatica
(anastomose porto-cava, injecdo de tioacetamida, etc) ndo permitem discernir quais

efeitos sdo devidos & hiperamonemia ou a lesdo hepética (Felipo, 2009).

1.2.2. MECANISMOS DE NEUROTOXICIDADE DA AMONIA

Segundo Felipo (2009), uma complicagdo grave em insuficiéncia hepética aguda
é 0 edema cerebral. Watson et al.,(1985) e Brusilow e Traystman (1986) propuseram o
papel potencial da glutamina no mecanismo do edema cerebral em HE/hiperamonemia.
A glutamina acumulando-se pode atuar como um osmolito causando aumento na
pressao osmotica nos astrécitos que resulta em seu inchamento (Brusilow et al., 2010).

Estudos mais recentes, porém, tem questionado a hipotese glutamina-osmolito.
Em ratos, com faléncia aguda no figado, submetidos a leve hipotermia o edema cerebral
é prevenido sem, entretanto, haver correlacdo com os niveis de glutamina (Chatauret et
al., 2003). O edema se manifesta com um aumento do fluxo sanguineo e consumo de
oxigénio que pode ser diminuido com leve hipotermia, sem afetar as concentragdes de
glutamina (Cordoba et al., 1999). O efeito benéfico da hipotermia é mediado via
mecanismos que reduzem a passagem de amonia na barreira hematoencefalica e a
concentracédo de glutamato extracelular (Rose et al., 2000).

Outra hipotese € a do “Cavalo de Tréia” proposta por Albrecht e Norenberg
(2006) sugerindo um importante papel tanto da glutamina quanto da amonia no
desenvolvimento de inchaco dos astrocitos e edema cerebral. A glutamina sintetizada
em excesso nos astrocitos é transportada para a mitocondria onde é metabolizada pela

PAG a amoénia e glutamato. A glutamina “O Cavalo de Troia”, portanto, carrega a
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amonia para a mitocondria, onde seu acumulo leva ao estresse oxidativo e finalmente ao
inchamento dos astrdcitos (Scott et al., 2013).

O estresse oxidativo na intoxicagdo aguda por aménia foi prevenido por
bloqueio de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) (Kosenko et al., 1999). A inje¢éo
de altas doses de aménia também pode levar a deplecdo de adenosina trifosfato (ATP)
via receptores NMDA (Kosenko et al., 1994). Evidéncias experimentais sugerem uma
inter-relacdo estreita entre o inchaco de astrdcitos, a sinalizagdo glutamatérgica através
do receptor de NMDA, estresse oxidativo e acumulo de 6xido nitrico, contribuindo,
assim, para os efeitos tdxicos da hiperamonemia (Trout et al., 1995, Haussinger e
Schliess, 2005, Norenberg et al., 2005, Scott et al., 2013).

Diferentes regides do cérebro expressam padrdes diferentes de
neurotransmissores e receptores, com expressdo diferencial de subunidades que
resultam em propriedades especificas e modulagbes nas diferentes areas. Por
conseguinte, ressalta-se que os resultados obtidos em uma area especifica do cérebro
ndo podem ser extrapolados para outras areas ou para todo o cérebro (Llansola et al.,
2013). Por exemplo, o tbnus GABAérgico € aumentado em cerebelo de ratos com
hiperamonemia crénica, mas é reduzido no cortex cerebral do mesmo animal (Cauli et
al., 2009).

A hiperamonemia altera a transducdo de sinais associada aos receptores
glutamatérgicos ionotropicos tipo NMDA no cerebelo (EIMIili et al., 2010) e
metabotropicos (mGIuRs) na substancia nigra (Cauli et al., 2006). Sabe-se que
distarbios na sinalizacdo da célula funcionam com desencadeadores (upstream) de
numerosos mecanismos (downstream) que regulam padrfes de desenvolvimento ou
morte celular no cérebro (Mielke e Herdegen, 2000, Stanciu et al., 2000). Por outro

lado, inumeros trabalhos realizados em nosso laboratério mostram que a homeostase do
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citoesqueleto de células neurais é alterada em modelos experimentais de doencas
neurodegenerativas e neurotoxinas (Loureiro et al., 2010, Heimfarth et al., 2012b,
Pierozan et al., 2012), através da modulacdo de vias de sinalizagdo iniciadas em
receptores glutamatérgicos, causando aumento de Ca?* intracelular e ativacio da
proteina G trimérica. Esses sinais sdo transmitidos através da ativagdo de cascatas de

cinases e fosfatases causando uma resposta celular ao dano.

1.3. CITOESQUELETO

A conotacdo da palavra “esqueleto” sugere uma estrutura rigida, no entanto, o
citoesqueleto ndo é uma estrutura fixa cuja funcdo possa ser entendida de forma isolada.
Pelo contrério, é uma estrutura extremamente complexa, dindmica e adaptavel cujos
polimeros e proteinas reguladoras estdo em constante fluxo (Fletcher e Mullins, 2010).
Para as células funcionarem adequadamente elas devem organizar-se no espaco e
interagir com seu ambiente externo. Elas devem adotar a morfologia mais adequada e
mais robusta, bem como organizar-se internamente de maneira a poder exercer suas
funcdes da maneira mais eficiente possivel. Muitas células precisam mudar de forma e
deslocar-se no meio para exercer suas func@es. Todas as células devem ser capazes de
rearranjar seus componentes internos na medida em que elas crescem, dividem e se
adaptam a circunstancias variaveis. As células eucaridticas desenvolveram todas essas
fungdes espaciais e mecénicas em alto grau e elas dependem de um sistema muito
complexo capaz de exercé-las. Esse sistema é o esqueleto celular, ou citoesqueleto
(Alberts et al., 2002).

Trés tipos de proteinas filamentosas comp&em o citoesqueleto: microtubulos (Q:
~25 nm), microfilamentos (&: ~7 nm) e filamentos intermediarios (Fls; @: ~10 nm)

(Omary, 2009).
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A estrutura do citoesqueleto e altamente dindmica permitindo se organizar de
forma répida e adaptavel em resposta a sinais, tanto fisiologicos como patoldgicos.
Embora as subunidades proteicas constituintes das fibras do citoesqueleto pertencam as
trés familias de filamentos descritas anteriormente, as fun¢des do citoesqueleto sdo
célula-especificas (Huber et al., 2013).

A importdncia da complexidade e da dindmica do citoesqueleto para o
funcionamento adequado da célula € critica e isso se torna evidente quando
consideramos que muitas doengas tém sido relacionadas a anormalidades do
citoesqueleto e suas proteinas associadas. Essas doencgas incluem sindromes
cardiovasculares, neurodegeneracdao, cancer (invasdo), cirrose do figado, fibrose

pulmonar, epidermolise bolhosa, entre outras (Ramaekers e Bosman, 2004).

1.3.1. FILAMENTOS DE ACTINA

A actina monomérica é o principal componente dos filamentos de actina ou
microfilamentos. Os filamentos de actina sdo responsaveis pelo movimento celular,
contragdo muscular, citocinese, for¢ca mecanica e, mais especificamente no SNC,
crescimento axonal e plasticidade sinéptica (Braissant, 2007). Esses filamentos sdo
curtos, flexiveis e altamente dindmicos. Apesar de distribuirem-se por todo o citoplasma
da célula, eles sdo mais concentrados no cortex celular, abaixo da membrana
plasmatica, onde funcionam como parte do sistema de transducédo de sinal a partir da
membrana plasmatica. Os filamentos de actina ndo possuem importancia fisiologica
quando considerados isoladamente, mas eles sdo extremamente importantes
coletivamente, isto €, formando grandes organizacdes que podem ser em feixes ou redes
(Cooper, 2000b). Essas organizagdes sO sdo possiveis gracas a presenca de elevadas

concentracdes de proteinas associadas que promovem a interacdo dos microfilamentos
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entre si e com outras estruturas celulares regulando a sua dindmica (Fletcher e Mullins,

2010).

1.3.2. MICROTUBULOS

Assim como os microfilamentos, os microtdbulos sdo estruturas polarizadas
compostas de subunidades de a ¢ B tubulina formando protofilamentos lineares. Um
unico microttbulo é composto de 10-15 protofilamentos que se associam lateralmente
para formar um cilindro maior (Conde e Caceres, 2009). Os microtubulos estdo
envolvidos na manutencéo da forma celular, na mitose (formacéo de fibras do fuso) e no
movimento intracelular de organelas ou vesiculas (Braissant, 2007).

A tubulina tem atividade GTPasica e as moléculas de guanosina trifosfato (GTP)
associadas com as moléculas de B-tubulina séo hidrolisadas logo ap6s a incorporacao da
B-tubulina no microtubulo. A hidrélise do GTP altera a conformacéo das moléculas de
tubulina e impulsiona o comportamento dinamico dos microtibulos (Horio e Murata,
2014). Muitos componentes estdo envolvidos em sua regulagdo incluindo fatores
promotores de associacdo de microtibulos (MAPs), estabilizantes, desestabilizantes,
proteinas de rompimento dos microtibulos ou proteinas motoras da superfamilia das

dineinas e cinesinas (Conde e Caceres, 2009).

1.3.3. FILAMENTOS INTERMEDIARIOS

Enquanto os filamentos de actina e os microtubulos s&o polimeros de um unico
tipo de proteina (actina ou tubulina, respectivamente), os Fls sdo compostos por uma
variedade de proteinas (subunidades) (Cooper, 2000a) cujos padrbes de expressao séo
célula e tecido especificos fornecendo a cada tipo celular uma relativa “impressao

digital” das proteinas dos FIs (Helfand et al., 2004).
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Estruturalmente, os Fls consistem em um dimero enrolado em espiral pela
jungdo de dois mondmeros formando, posteriormente, um tetramero (unidade de
polimerizacédo) via interacdo lateral e protofilamentos via contato cabega-cauda (Figura
2). ProjecOes desordenadas nos dominios de filamentos maduros fornecem uma
plataforma para melhor interagdo com proteinas acessérias e para a ocorréncia de

modificac¢bes pds-traducionais (Guharoy et al., 2013).
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Monémero => Dimero => Tetrimero => Protofilamento => Filamento intermediario

Figura 2. Organizacdo estrutural dos Fls. Adaptado de Guharoy (2013).

Primeiramente, os Fls foram considerados integrantes mecéanicos do espaco
celular (Oshima, 2007). De fato, o papel dos Fls na protecdo ao estresse mecanico ou
ndo mecanico distingue essas estruturas dos outros elementos do citoesqueleto (Omary
et al., 2006). Apesar da relevante habilidade dos Fls em fornecer resisténcia mecanica a
célula e o fato de que a perda dessa funcdo possa estar relacionada com doencas
envolvendo a fragilidade celular (Fuchs e Cleveland, 1998, Omary et al., 2004,
Herrmann et al., 2007, Omary, 2009), nos ultimos anos as fungfes atribuidas aos Fls
tém ampliado drasticamente (Oshima, 2007), pois 0s mesmos tém sido relacionados a
uma variedade de eventos celulares (Coulombe e Wong, 2004, Kim e Coulombe, 2007,

Snider e Omary, 2014).
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Os Fls estdo envolvidos na transdugdo de sinais interagindo com um grande
namero de proteinas. Estimulos extracelulares determinam sua reorganizacao, colapso e
solubilizacdo (Paramio e Jorcano, 2002) participando de processos de motilidade
(Helfand et al., 2004), adesdo e migracdo (lvaska et al., 2007). Estédo envolvidos em
alteracbes de forma, funcdo e distribuicdo modificando o comportamento celular
(Fletcher e Mullins, 2010) em resposta a estimulos de estresse metabolico e mecénico,
patdgenos, toxinas, radiacdo, osmolaridade entre outros (Toivola et al., 2010). Os Fls
tém papel importante na definicdo e manutencdo do posicionamento de organelas
(Toivola et al., 2005) e apresentam capacidade de agir como proteinas adaptadoras em
vias de sinalizacdo, além de estarem envolvidos no crescimento e regeneracdo celular
(DePianto e Coulombe, 2004, Kim e Coulombe, 2007, Snider e Omary, 2014). Tem
aumentado o nimero de trabalhos descrevendo alteracdes desses em resposta a danos e
envolvimento em processos de reparo tecidual, cancer e outras doencas (DePianto e
Coulombe, 2004, Izawa e Inagaki, 2006, Omary, 2009, Kidd et al., 2014).

Mais do que 50 diferentes proteinas pertencentes a grande familia dos Fls tém
sido identificadas e classificadas em seis grupos com base nas similaridades entre
sequéncias de seus aminoacidos (Cooper, 2000a). Os tipos I-1V sdo encontrados no
citoplasma, os tipos V no nucleo, e aqueles classificados como tipo VI sdo encontrados

exclusivamente na retina — Tabela 1 (Omary, 2009).
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Tabela 1: Filamentos intermediérios, padrdo de expressdo e envolvimento em doencas

humanas (Snider e Omary, 2014).

Tipo celular FI Doenca associada

Todas as células Lamina (lamina A, ldAmina Cardiomiopatia, distrofia muscular, lipodistrofia,
nucleadas (V) B e lIamina C). leucodistrofia e sindrome progeroide (por
exemplo, sindrome progéria Hutchinson-Gilford).

Células epiteliais (1 e Queratinas (cabelo, Fragilidade da pele (por exemplo, epidermdlise
1)) epidérmica e epitelial bolhosa simples) e outras desordens da pele,
(Tipo I: *K9-K28, simples). desordens de cabelo e unha, distrofia corneana e
K31-K40) predisposicdo a doencas do figado.

(Tipo  1I:  K1-K8,

K71-86)

Células Vimentina (VIM). Catarata.

mesenquimais (111)
Células gliais (111) GFAP. Doenca de Alexander.
Neurdnios (111 e 1V) Neurofilamentos ~ (NFs), Doenca de Charcot-Marie-Tooth, predisposicédo a

periferina e o-internexina.  esclerose lateral amiotréfica e doenga de

Parkinson.
Midcitos (111 e 1V) Desmina, sinemina e Miopatia e distrofia muscular.
sincoilina.
Desenvolvimento e Nestina. Né&o relatado.
regeneracao de
células (1V)
Cristalino (VI ou Filensina e facinina. Catarata.
orféo)

*K do termo em inglés “keratin”.

NEUROFILAMENTOS

Os NFs sdo heteropolimeros formados por trés diferentes subunidades (conforme
a massa molecular em gel de poliacrilamida SDS): de baixo peso molecular (NF-L ~ 70
kDa), médio (NF-M ~ 150 kDa) e alto (NF-H ~ 200 kDa). Os NFs assim como outros
FIs apresentam trés subunidades: um dominio “rod” central altamente conservado, um
dominio “head” amino-terminal, ¢ um dominio “tail” carboxi-terminal (Figura 3a)
(Nixon e Sihag, 1991, Yuan et al., 2012). Suas propriedades podem ser alteradas tanto
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por mutacdo em seus genes ou por modificagdes pos-traducionais, particularmente a
fosforilacdo (Braissant, 2007). O ndcleo dos neurofilamentos é composto
principalmente do dominio “rod”. A extensdo dos dominios “tail” de NF-H e NF-M
distingue esses NFs que quando fosforilados sdo creditados serem projetados
radialmente do nucleo dos heteropolimeros formados por esses filamentos (Figura 3b)

(Nixon e Sihag, 1991).

a) Head Rod Tail
NF-L
(70 kDa)
NF-M
(150 kDa)
NF-H
(200 kDa)

Numero de residuos  1-98 99-412 413+

w a

e———— ———

Figura 3. a) Estrutura dos NFs e seus dominios (note o nimero de residuos de aminoacidos de cada

b) Projegées radiais no dominio "tail" dos neurofilamentos 7

dominio). b) Interagdo dos NFs: proje¢des radiais no dominio “tail” de NF-M (em vermelho) e NF-H (em

azul) estdo envolvidas em eventos celulares como a fosforilacdo. Adaptado de Yuan et al., (2012).

O acumulo anormal de NFs tem sido observado em muitas doengas
neurodegenerativas (Tabela 1). Alteracbes de expressdo e fosforilacdo também estdo
sendo mostradas em doengcas metabolicas afetando o SNC tanto durante o
desenvolvimento como na idade adulta tais como encefalopatia hepatica devido a
hiperamonemia, acidemias propidnica e metilmaldnica e neuropatia diabética

(Braissant, 2007).
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PROTEINA GLIAL FIBRILAR ACIDA E VIMENTINA

Os astrocitos podem expressar trés tipos de Fls: GFAP, VIM e nestina (Eliasson
et al., 1999). Durante a maturacéo dos astrécitos ha uma mudanca na prevaléncia dessas
proteinas (Middeldorp e Hol, 2011). A composicdo dos Fls de astrdcitos altera-se
durante o desenvolvimento. VIM e nestina sdo as principais proteinas dos Fls em
células astrogliais imaturas, enquanto astrocitos maduros e adultos contém
principalmente GFAP (uma proteina com massa molecular de aproximadamente 50
kDa) (Eliasson et al., 1999) podendo certos astrécitos coexpressarem GFAP e VIM no
animal adulto (Lazarides, 1982, Middeldorp, 2010).

Devido a sua expressdo especifica em astrocitos, a GFAP é considerada
marcador astrocitario e é importante na modulacdo da motilidade e forma celular por
fornecer estabilidade estrutural a essas células. Esse FI é importante para a interacao
entre neur6nios e astrocitos (McCall et al., 1996, Eliasson et al., 1999), participando do
sofisticado sistema de comunicacdo intercelular, o qual pode regular a liberacdo de
neurotransmissores, a excitabilidade neuronal e a transmissdo sinaptica (Middeldorp e
Hol, 2011).

A GFAP desempenha também uma importante funcdo durante o dano
astrocitario quando os astrocitos se tornam reativos, ou seja, sofrem modificacdo
morfologica e funcional em resposta a varias doencas neurologicas, como neurotrauma,
acidente vascular cerebral e doencas neurodegenerativas. Os astrocitos reativos afetam
tanto a progressdo da doenga como 0 processo de recupera¢do, mostrando a expressao
alterada de muitos genes, sendo que a superexpressdo de GFAP é comumente usada
como marcador de astrdcitos reativos (Hol e Pekny, 2015).

A VIM ¢ uma proteina de 57 kDa (Satelli e Li, 2011) que tem sido demonstrada

participar em um namero de funcdes criticas frequentemente relacionadas a organizacao
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de proteinas que estdo envolvidas em adesdo, migracao e sinalizacao celular (lvaska et

al., 2007).
1.4. FOSFORILACAO DE PROTEINAS DO SNC

A fosforilacdo de proteinas é a modificacdo pds-traducional mais amplamente
difundida e utilizada na transducdo de sinais. Ela afeta processos celulares basicos,
incluindo metabolismo, crescimento, divisdo, diferenciacdo, motilidade, trafego de
organelas, aprendizado e memoria, regulacdo do citoesqueleto entre outros (Ubersax e
Ferrell Jr, 2007).

A fosforilacdo de proteinas é um processo dindmico e reversivel executado por
proteinas cinases e fosfatases. Cinases adicionam a proteinas um grupo fosfato,
geralmente, proveniente do ATP e as fosfatases o removem liberando fosfato inorganico

para o meio (Figura 4).

CINASE
ATP
g Substrato
ubstrato ®- fosforilado
FOSFATASE

®

Figura 4. Proteinas sdo fosforiladas, adicdo de um grupo fosfato (P), por proteinas cinases e
desfosforiladas por proteinas fosfatases em resposta a sinais celulares. Adaptado de Mustelin et al., (2005)
e Ubersax e Ferrell Jr, (2007).

Em eucariotos, a fosforilacdo de proteinas tipicamente ocorre em trés residuos
de aminodcidos: serina (Ser), treonina (Thr) e tirosina (Tyr) (Sun e Wang, 2012). O

genoma humano codifica aproximadamente 500 proteinas cinases, das quais ~400 s&o

22



Ser/Thr, e em torno de 200 proteinas fosfatases, porém dessas apenas ~40 Ser/Thr
(Alonso et al., 2004, Moorhead et al., 2007). O numero de tirosinas cinases e fosfatases
é¢ semelhante ~90 e 100, respectivamente, e as restantes apresentam dupla
especificidade. A discordancia entre 0 nimero de Ser/Thr fosfatases (~40) e Ser/Thr
cinases (~400) eleva a uma interessante questdo sobre a especificidade e regulagdo. A
especificidade parece aumentar, principalmente, através da associacdo de dominios
cataliticos de fosfatases com subunidades regulatérias particulares. As subunidades
regulatorias fornecem uma miriade de oportunidades de regulacdo, embora nosso
conhecimento de quando e como reacdes de desfosforilacdo sdo reguladas, geralmente,
esteja muito aquém da nossa compreensdo da regulacdo de cinases (Ubersax e Ferrell,
2007).

Uma vez que as propriedades de muitos componentes enzimaticos das vias de
transducé@o de sinal sdo alteradas por fosforilacdo, a capacidade de resposta de uma
célula a sinais extracelulares depende, em parte, do estado de fosforilacdo de suas
proteinas. Em outras palavras, a célula mantém um registro de sua histdria recente
codificado em seu padrdo de fosforilacdo de proteinas. Assim, a fosforilacdo de uma
proteina permite ndo so a transducdo de sinais extracelulares em reagdes bioquimicas no
interior das células, mas também a “computacdo” de varios sinais extracelulares e sua
integracdo ao longo do tempo. Portanto, ndo é surpreendente que a maioria das
proteinas cinases e fosfatases sejam altamente expressas em neurdnios, que séo células

especializadas no processamento de informacdes (Girault, 1993).

23



1.4.1. FOSFORILACAO DE PROTEINAS DO CITOESQUELETO

A estrutura monomérica dos Fls consiste de um dominio central em alfa-hélice
que é flanqueado por um dominio N-terminal ndo-a-hélice e um carbdxi-terminal
semelhante aos NFs (figura 3) (Chang e Goldman, 2004). As modificacdes pds-
traducionais ocorrem tanto no dominio N-terminal como no C-terminal. A fosforilagao
¢ a modificacdo pos-traducional mais estudada nos Fls devido a sua prevaléncia e
implicacdo funcional (Omary et al., 2006, Sihag et al., 2007, Snider e Omary, 2014),
embora outras modificacBes sejam provaveis de regular, ou serem reguladas por
fosforilacdo (particularmente O-glicosilagdo com N-acetil-glucosamina que também
ocorre em residuos de serina/treonina (Ser/Thr)) (Omary et al., 2006, Snider e Omary,
2014).

O dominio central é desprovido de qualquer sitio de fosforilacdo caracterizado
até hoje, provavelmente porque essa estrutura mascara 0 acesso a cinases (Omary et al.,
2006). Numerosas propriedades celulares sdo reguladas pela fosforilacdo dos Fls, como
a dinamica de associacdo/desassociacdo e a interacdo com outros constituintes do
citoesqueleto e estruturas celulares (Snider e Omary, 2014), por exemplo, a formacéo
dos filamentos de GFAP pode ser influenciada pelas modificagdes pés-traducionais,
isoformas da propria GFAP, mutacdes e por outras proteinas, tais como S100, anexina,

VIM e a-cristalina (Petzold, 2015).
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OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi utilizar modelos experimentais de hiperamonemia
aguda para verificar a participacdo do citoesqueleto, em particular da homeostase do
sistema fosforilante direcionado para os Fls, sobre os efeitos de concentragdes toxicas
de amoénia nas células neurais de cortex cerebral e hipocampo de ratos em
desenvolvimento (animais de 10 e 21 dias de idade). Para tanto, utilizamos um modelo
experimental de hiperamonemia in vivo (modelo 1), no qual os animais foram
agudamente injetados com acetato de amonio e um modelo in vitro (modelo 2), no qual
fatias de tecido foram incubadas com diferentes concentracGes de cloreto de amonio

(NH.CI).

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar os efeitos do acetato de amoénio na fosforilagdo dos Fls (GFAP, VIM,
NF-L, NF-M e NF-H) de células neurais de cortex cerebral e hipocampo em um modelo
in vivo de hiperamonemia, com injecdo intraperitonial (IP) de acetato de amonio 7
mmol/Kg, utilizando ratos de 10 e 21 dias de idade.

b) Avaliar os efeitos do tratamento in vitro com cloreto de aménio (NH4CI)
sobre a fosforilagdo dos FlIs (GFAP, VIM, NF-L, NF-M e NF-H) de cortex cerebral e
hipocampo de ratos de 10 e 21 dias de idade.

c) Em uma tentativa de estudar as vias de sinalizacdo pretendemos, utilizando o
modelo in vitro, identificar as cinases ou fosfatases envolvidas nesse efeito em fatias de

tecido cerebral.
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d) Verificar a participagdo do sistema glutamatérgico e do Ca®* intra e
extracelular nos efeitos do NH4Cl, utilizando o modelo in vitro, sobre a homeostase dos
Fls em fatias de tecido.

e) Analisar as alteracdes do imunoconteido no modelo in vitro dos Fls
responsivos ao tratamento in vivo e in vitro.

f) Avaliar a integridade e viabilidade celular das células neurais de cortex
cerebral e hipocampo, tanto no tratamento in vivo como no in vitro, nas diferentes

idades.
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MATERIAIS E METODOS

3.1.  ANIMAIS

Ratos da linhagem Wistar de 10 e 21 dias de idade obtidos do Biotério do
Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brasil,
foram utilizados nos experimentos. Os ratos foram mantidos em um ciclo artificial de
iluminacdo 12 horas claro/12 horas escuro a uma temperatura constante (22°C + 1) com
alimento e agua ad libitum. O protocolo experimental foi aprovado pela Comissao de
Etica em Pesquisa Animal da UFRGS. Os cuidados com o0s animais seguiram as
diretrizes governamentais oficiais conforme a lei n°® 11.794/2008, as diretrizes da
Federacdo de Sociedades Brasileiras de Biologia Experimental aprovadas pelo Comité
de Etica da UFRGS, bem como o “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”
(publicag@o do NIH N° 80-23, revisado em 1996) ¢ as normas do “Canadian Council on

Animal Care” (CCAC).

3.2. SUBSTANCIAS RADIOATIVAS E REAGENTES

O [*2P]NazHPO; foi obtido da Comissdo Nacional de Energia Nuclear (CNEN),
Séo Paulo, Brasil. Acetato de amonio, FK-506 monohidratado (tacrolimus), caliculina
A, maleato de hidrogénio (MK-801), 1,2-bis (2-aminofenoxi) etano — N, N, N’, N’ -
acido tetraacético — acetoximetil éster (BAPTA-AM), &cido etilenoglicol tetracético
(EGTA), nifedipina, benzamidina, leupeptina, antipaina, pespstatina, quimostatina,
acrilamida e bis-acrilamida foram obtidos da Sigma (St. Louis, MO, USA). NH4ClI foi
obtido da Dindmica (Diadema, SP, BR). Fostriecina foi obtida da Tocris Biosciences,
UK. Todos os outros reagentes tinham grau analitico e foram obtidos de um fornecedor

comercial padréo.
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3.3. MODELOS DE HIPERAMONEMIA AGUDA
3.3.1. MODELO 1-INVIVO

No modelo in vivo de hiperamonemia aguda ratos Wistar de 10 e 21 dias foram
agudamente injetados intraperitonealmente com 7 mmol/Kg de acetato de amonio
(Kosenko et al., 1994) utilizando como veiculo soro fisioldgico. Os controles foram

injetados com soro fisioldgico.
3.3.2. MODELO 2-INVITRO

Para o modelo in vitro de hiperamonemia foram utilizadas fatias cerebrais de
animais normais expostos a NH4Cl em concentragoes de 0,5, 1 e 5 mM, como

previamente descrito (Bodega et al., 2007, Butterworth et al., 2009, Back et al., 2011).
3.4. PREPARAQAO E I\/IARCA(;AO DAS FATIAS DE TECIDO CEREBRAL

Os ratos foram eutanasiados por decapitacdo sendo o cértex cerebral e o
hipocampo dissecados em placas de Petri sobre gelo e cortados em fatias de 400 um de
espessura com um fatiador de tecido Mcllwain. Utilizamos o cortex cerebral e o
hipocampo de cada rato. Foram utilizadas 3 fatias de cortex/tubo e a metade de um
hipocampo/tubo ou um hipocampo inteiro/tubo no caso dos animais de 10 dias. As
fatias foram inicialmente pré-incubadas em solugédo de Krebs-Hepes, posteriormente, foi

realizada a incubacéo e obtencao da fracao citoesquelética conforme descrito abaixo.
3.4.1. PRE-INCUBACAO

A pré-incubacao foi realizada tanto no modelo in vitro quanto no in vivo. Fatias
de tecido foram inicialmente pré-incubadas a 30°C por 20 min em tampéo Krebs-Hepes

contendo 124 mM NaCl, 4 mM KCI, 1,2 mM MgSQs, 25 mM Na-HEPES (pH 7,4), 12
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mM glicose, 1 mM CaCl, com os seguintes inibidores de proteases: 1 mM benzamidina,
0,1 UM leupeptina, 0,7 UM antipaina, 0,7 UM pespstatina e 0,7 uM quimostatina. No
modelo in vitro, posteriormente, para investigar o mecanismo de sinalizacdo celular, as
fatias foram pré-incubadas na presenca ou auséncia de 10 uM de nifedipina, 50 pM
BAPTA-AM, 1 mM EGTA, 50 uM MK-801, 100 uM FK-506, 0,2 uM caliculina A e 1

pM fostriecina.

3.4.2. INCUBACAO

Apos a pré-incubagdo as fatias de tecido provenientes tanto do modelo in vitro
quanto do in vivo foram submetidas a incubacgdo propriamente dita. Para tanto, o tampao
de pré-incubacdo foi retirado e a incubacdo foi conduzida a 30°C com 100 uL do
tampao basico de incubagdo contendo 80 PCi de [*?P] ortofosfato (modelo in vivo) ou
adicionando também a esse tampdo NH4Cl 0,5, 1 ou 5 mM (modelo in vitro). Na
investigacdo do mecanismo de sinalizacdo celular com ou sem adicdo de 100 uM FK-
506 (Kameyama et al., 1998, Heimfarth et al., 2012b), 1 uM fostriecina, 0,2 puM
caliculina A, 50 uM MK-801, 50 uM BAPTA-AM, 1 mM EGTA ou 10 pM nifedipina.
A reacdo de incorporacédo de fosfato radioativo ocorreu por 30 min a 30°C e foi parada
com 1 ml de um tampéo usado para interromper a atividade enzimatica (150 mM NaF, 5
mM EDTA, 5 mM EGTA, 50 mM Tris—HCI, pH 6,5 e os inibidores de proteases
descritos acima). As fatias foram, entdo, lavadas duas vezes com o0 mesmo tampao para

remover o excesso de radioatividade.

3.4.3. FRACAO CITOESQUELETICA ENRIQUECIDA EM Fls

Ap0s a incubacdo das fatias do cortex cerebral e hipocampo de ratos de 10 ou 21
dias a fracdo citoesquelética enriquecida em FlIs foi obtida conforme descrito por

Funchal et. al., (2003). Resumidamente, ap0s a reacdo de marcacdo, as fatias foram
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homogeneizadas em 400 pl de tampdo de alta forca idnica contendo 5 mM KH2PO4 (pH
7,1), 600 mM KCI, 10 mM MgClz, 2 mM EGTA, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, e 0s
inibidores de proteases descritos acima. O homogeneizado foi centrifugado a 14.000
rpm por 10 min a 4 °C, em centrifuga Eppendorf, o sobrenadante foi descartado e o
sedimento homogeneizado com o mesmo volume do tampé&o de alta forca i6nica. Esse
homogeneizado foi centrifugado, como descrito, e o sobrenadante descartado. O
sedimento insolivel em Triton X-100, enriquecido em Fls das células neurais
(subunidades dos NFs, VIM e GFAP), foi dissolvido em 1% de SDS e a concentragao

de proteinas foi determinada como descrito abaixo.

3.5. DOSAGEM DE PROTEINAS

As proteinas foram dosadas pelo método de Lowry (Lowry et al., 1951) usando

albumina bovina como padréo.

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

A analise das proteinas da fracdo citoesquelética foi realizada por SDS-PAGE de
acordo com o sistema descontinuo de Laemmli (1970). Para tanto, as amostras foram
levadas a concentracdo final de 2 mg/ml em uma solucéo contendo 40 % glicerol, 5 %
mercaptoetanol, 50 mM Tris-HCI, pH 6,8 e fervidas por 3 min. As concentracdes de
proteina foram igualmente aplicadas em gel de poliacrilamida a 7,5 % e analisadas por
SDS-PAGE. Apds a migracdo eletroforética, os géis foram corados com Coomassie
Brilliant blue R (Coomassie Brilliant blue R 0,2 %, metanol 50 %, acido acético 10 %,
H>0 qsp) durante 30 min para controle da quantidade de amostra aplicada e da
qualidade da migracdo na placa de eletroforese. Apos, os geéis foram descorados na
mesma solucdo, porém sem o corante, até as bandas ficarem suficientemente visiveis.

Os geis descorados, entdo, foram colocados em uma solucdo de secagem (glicerol 1 %,
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metanol 50 %, H>O gsp) e, posteriormente, expostos durante 30 dias a filmes de raio-X
(Kodak T-Mat) a -70°C com os intensificadores de radioatividade para a obtencdo do

perfil autorradiografico.
3.6.1. QUANTIFICACAO DO NIVEL DE FOSFORILACAO DOS Fls

Os filmes de autorradiografia foram quantificados por digitagdo com uma leitora
Hewlett-Packard Scanjet 6100C e a densidade Optica determinada com o software
AlphaEaseFC™ software (Alpha Innotech, Cell Biosciences). Os valores de densidade
Optica, correspondentes aos niveis de fosforilagdo, foram obtidos por escaneamento da

autorradiografia das bandas de cada proteina estudada.
3.7. INTEGRIDADE CELULAR

A integridade celular foi determinada pela atividade da lactato desidrogenase
(LDH) usando um kit comercial colorimétrico (de Doles, Brasil) (Whitaker e Mckay,

1969). Os resultados foram expressos em porcentagem do controle.
3.8.  VIABILIDADE CELULAR

A atividade da desidrogenase mitocondrial para reduzir o brometo de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio (MTT) foi utilizada para determinar o dano
mitocondrial (Liu et al., 1997). O anel tetrazolium do MTT é clivado por vérias enzimas
desidrogenases na mitocondria ativa e precipita como um produto formazan azul. As
fatias do cortex cerebral e do hipocampo foram incubadas com MTT (0,5 mg/mL) em
tampdo Krebs-Ringer (KRB), pH 7,4 (122 mM gluconato de Na*, 5 mM gluconato de
K*, 2 mM HEPES, 25 mM NaHCO3z, 1 mM MgSOs, 1,2 mM NaH2POs, 0,9 mM
gluconato de Ca?*, 1mM L-glutamina, 5 mM glicose; tamp&o KRB) por 30 min a 30°C.
O meio foi, entdo, aspirado e o precipitado formazan foi solubilizado com
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dimetilsulfoxido e as células viaveis foram quantificadas espectrofotometricamente em

comprimentos de onda de 540 e 620 nm.

3.9. PREPARACAO DE HOMOGEINIZADO TOTAL DE PROTEINAS

Fatias de tecido de cortex cerebral foram pré-incubadas a 30°C por 20 min com
meio Krebs-Hepes 300 pl. Apos pré-incubagdo o meio foi trocado e incubagdo foi
conduzida a 30°C por 30 min na presenca ou auséncia de 5 mM de NH4CI. Fatias de
tecido foram, entdo, homogeinizadas em 300 pul de uma solugéo de lise contendo EDTA
2 mM, Tris-HCI 50 mM, pH 6,8, 4 % (p/v). Para andlise eletroforética proteinas foram
dissolvidas em 25 % (v/v) de uma solucéo contendo 40 % glicerol, 5 % mercaptoetanol,

50 mM Tris-HCI, pH 6,8 e fervidas por 3 min.

3.9.1. ANALISE POR WESTERN BLOT

O homogeinizado de proteina foi analisado por SDS-PAGE e transferido para
membranas de nitrocelulose (Trans-blot SD semi-dry transfer cell, BioRad) por 1 h a 15
V em tampéo de transferéncia (48 mM Trizma, 39 mM glicina, 20 % metanol e 0,25 %
SDS). A membrana de nitrocelulose foi lavada por 10 min em tampé&o Tris-salina (TBS;
0,5 M NaCl, 20 mM Trizma, pH 7,5), seguido por 2 h de incubacdo em solucéo
bloqueadora (TBS mais 5 % de albumina de soro bovina e 0,1 % Tween 20). Apos
incubacéo o blot foi lavado duas vezes por 5 min com TBS mais 0,05 % Tween-20 (T-
TBS) e entdo incubado “overnight” a 4°C em solucdo bloqueadora contendo o0s
seguintes anticorpos monoclonais: anti-GFAP diluido 1:1000, anti-VIM diluido 1:1000
e anti-actina diluido 1:1000. O blot foi lavado duas vezes por 5 min com T-TBS e
incubado por 2 h em solucéo bloqueadora contendo um anticorpo secundario conjugado
com peroxidase, anti-mouse IgG, diluido 1:2000. Novamente esse foi lavado duas vezes

por 5 min com T-TBS e duas vezes por 5 min com TBS. O blot foi, entdo, desenvolvido
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usando um quimioluminescente ECL kit. Imunoblots foram quantificados por
escaneamento dos filmes como descrito acima. Valores de densidade Optica foram

obtidos para as proteinas estudadas.

3.10. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos estatisticamente a analise de variancia (ANOVA) de
uma via seguida por teste de comparacdo multiplo Tukey-Kramer quando o teste F foi
significante ou pelo Teste t de Students quando necessario. Um p<0,05 foi considerado
significativo. Todas as analises foram realizadas usando o GraphPad Prism (®) 5

(Version 5.01, GraphPad Software, Inc., USA).
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RESULTADOS

41. MODELO1-INVIVO

4.1.1. TRATAMENTO AGUDO COM ACETATO DE AMONIO E O SISTEMA
FOSFORILANTE ASSOCIADO AO CITOESQUELETO EM CORTEX

CEREBRAL E HIPOCAMPO DE RATOS JOVENS

Analisamos o efeito in vivo através da injecdo intraperitoneal de acetato de
amonio em animais de 10 e 21 dias de idade sobre a fosforilacdo dos FIs em células
neurais de cortex cerebral e hipocampo. O estudo in vivo utilizou a dose de 7 mmol/Kg
de acetato de amonio, conforme descrito por Kosenko et al., (1994). Observamos que
cerca de 40 % dos animais injetados apresentavam convulsdes miocl6nicas e espasmos,
sendo que alguns animais nédo resistiram a essa dose. A dose de 10 mmol/Kg foi letal
para todos 0s animais.

Os ratos agudamente injetados com acetato de amoénio 7 mmol/Kg que
apresentaram recuperacdo dos sinais de toxicidade em até 10 min foram eutanasiados 30
ou 60 min apds a injecdo. A fracdo citoesquelética do cortex cerebral e hipocampo foi
extraida e processada como descrito em Materiais e Métodos. Os resultados para o

cortex cerebral sdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Efeito da injecdo de acetato de aménio sobre a fosforilagcdo dos Fls de

cortex cerebral de ratos*
Cortex GFAP VIM NF-L NF-M NF-H

t30°
Ratos de 10 dias 107,70 £10,31  108,00+9,47 110,20+ 11,11 104,20+4,08 104,70 +5,34

Ratos de 21 dias  79,94* + 9,62 77,200+ 8,04 76,62**+x7,08 71,76%** x T7114**
9,45 10,51

t 60’
Ratos de 10 dias 89,36 + 14,49 89,74+1759  9334+19,67 91,39+10,90 92,56+ 11,90

Ratos de 21 dias  97.28 + 14.15 94.66 +15.47 9558+ 14.23 96.87+7.12 97.14+7.28

* Ratos agudamente injetados foram eutanasiados 30 (t 30’) ou 60 min (t 60°) apos a administracdo. As
fatias obtidas foram, entdo, incubadas na presenca de 32P-ortofosfato durante 30 min, conforme descrito
em Materiais e Métodos. Dados foram expressos como média + desvio padrdo (D.P.) de 5-7 animais em
cada grupo e expressos como % do grupo controle. Diferencas significativas ao grupo controle foram
determinadas por ANOVA de uma via seguida pelo teste de multiplas comparagdes Tukey-Kramer sendo
*P<0,05; **P< 0,01, ***P< 0,001.

Podemos observar que a injecdo intraperitoneal aguda de acetato de aménio
causou hipofosforilacdo tanto dos Fls gliais como neuronais de cortex cerebral nos
animais de 21 dias em 30 min para todas as subunidades testadas. No entanto, ndo
houve diferencas significativas entre os demais grupos.

Por outro lado, é interessante salientar que o sistema fosforilante associado ao
citoesqueleto das células neurais de hipocampo foi menos sensivel aos efeitos do acetato

de aménio, pois 0s animais agudamente injetados ndo tiveram alteracdo significativa

nos niveis de fosforilagdo dos Fls nas diferentes idades e tempos analisados (Tabela 3).
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Tabela 3. Efeito da injecdo de acetato de aménio sobre a fosforilagcdo dos Fls de

hipocampo de ratos*
Hipocampo GFAP VIM NF-L NF-M NF-H

t30°
Ratos de 10 dias 99,12 + 10,09 98,09+10,77 98,00+10,71 94,74+11,74 93,11+1231

Ratos de 21 dias 96,46 + 16,53 97,68 +14,20 100,4+14,58 104,7+10,20 103,4+*8,34

t 60’
Ratos de 10 dias 93,39 + 10,99 92,50+13,70  93,09+1294 90,75+ 24,51 91,57 %2577

Ratos de 21 dias  102,6 + 6,24 10350+7.03 100.30+5.88 100,3+9,73 1052+ 13,44

* Protocolo utilizado vide tabela 1. Dados foram expressos como média + D.P. de 5-7 animais em cada
grupo e expressos como % do grupo controle. Ndo houve diferengas significativas ao grupo controle

determinadas por ANOVA de uma via seguida pelo teste de multiplas comparagdes Tukey-Kramer.

4.1.2. AVALIACAO DE PARAMETROS DE INTEGRIDADE E VIABILIDADE

CELULAR IN VIVO

A integridade celular 60 min apos a injecdo de acetato de amonio foi avaliada
pela medida da atividade da LDH no meio de incubacéo, indicando a liberagcdo dessa
enzima citosolica em decorréncia de um dano a membrana plasmatica. A viabilidade
celular foi avaliada pelo teste do MTT, o qual indica dano mitocondrial. Os resultados
mostraram que os animais injetados com 7 mmol/Kg e sacrificados 1 h apds a injegdo
ndo apresentaram perda de integridade celular nem dano mitocondrial
significativamente diferentes dos animais controles (animais injetados com soro

fisiologico). Esses resultados estdo apresentados na Figura 5.
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Figura 5. Efeito do acetato de am6nio na integridade e viabilidade celular. Os animais injetados com 7
mmol/Kg foram decapitados 1 h ap6s a injecdo e as estruturas cerebrais removidas. A) A integridade
celular foi determinada pela medida da atividade da LDH e os resultados expressos em % do controle. B)
A viabilidade celular foi avaliada pelo teste do MTT conforme descrito em Materiais e Métodos. Os
dados foram obtidos por absorbancia e expressos como % do controle. Todos os dados sdo apresentados
como média £ D.P. (n = 3-4 em duplicata). Nao houve diferencas estatisticamente significativas entre os

tratamentos e seus controles determinados pelo Teste t de Students Pareado.

42. MODELO?2-INVITRO

4.2.1. TRATAMENTO COM NH4Cl E O SISTEMA FOSFORILANTE DOS Fls

EM FATIAS DE CORTEX CEREBRAL E HIPOCAMPO DE RATOS JOVENS

Realizamos também um estudo in vitro verificando o efeito de diferentes
concentragOes de NH4Cl (0,5, 1 e 5 mM) sobre a fosforilagcdo da fracdo citoesquelética
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enriquecida em Fls de cértex cerebral e hipocampo de ratos jovens. As fatias de tecido
foram submetidas a incorporagdo de 32P-ortofosfato de Na* durante 30 min, como
descrito em Materiais e Métodos. Considerando que as vias de sinalizacdo direcionadas
para 0 citoesqueleto sdo reguladas diferentemente durante o desenvolvimento
(Heimfarth et al., 2012b, Pierozan et al., 2014a), o nosso estudo foi realizado em
animais de 10 e 21 dias de vida po6s-natal.

Os resultados obtidos mostraram que no cortex cerebral dos animais mais jovens
(10 dias) ndo ocorreu alteragdo estatisticamente significativa nos niveis de fosforilagcdo
dos Fls em comparagdo com as fatias controles, enquanto nos ratos de 21 dias a maior
concentracdo (5 mM) de NH4ClI induziu hipofosforilagdo dos Fls astrocitarios GFAP e
VIM (Figura 6a). Em contraste, quando as fatias de hipocampo foram expostas a
diferentes concentracGes de NH4Cl ocorreu hipofosforilagdo da GFAP e VIM bem
como da NF-L, uma subunidade dos Fls de neurdnios, em resposta a concentracao de 5
mM (Figura 6b). Além disso, para o hipocampo esse efeito foi observado apenas nos
animais de 10 dias, sem alteracdo na incorporacdo de ortofosfato radioativo nas
proteinas do citoesqueleto dos animais de 21 dias de idade.

Devido ao fato de o coOrtex cerebral ser uma estrutura bastante adequada ao
estudo do sistema fosforilante associado ao citoesqueleto e também devido a grande
vulnerabilidade do cortex cerebral aos efeitos da hiperamonemia (Takanashi et al.,
2003, Cagnon e Braissant, 2007, Gropman et al., 2007, U-King-Im et al., 2011, Choi et
al., 2013) escolhemos estudar as vias de sinalizacdo envolvidas na agdo do NH4Cl sobre
os Fls de astrdcitos do cortex cerebral de ratos de 21 dias de idade. Porém, antes foi

necessario avaliar o imunocontetdo das proteinas dos Fls afetados nessa estrutura.
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Figura 6. Efeito de diferentes concentracbes de NH4Cl sobre a fosforilagdo das subunidades dos
filamentos intermedidrios na fragdo citoesquelética enriquecida em Fls das fatias de cdrtex cerebral (A) e
hipocampo (B) em ratos de 10 e 21 dias de vida. Fatias foram incubadas na presenca de *?P-ortofosfato
durante 30 min. A fragdo insolivel do citoesqueleto foi extraida e a radioatividade incorporada as
subunidades NF-H, NF-M, NF-L, GFAP e VIM foi medida conforme descrito em Materiais e Métodos.
Dados foram relatados como média + D.P. de 12 animais em cada grupo e expressos como % do grupo
controle. Diferencas significativas ao grupo controle foram determinadas por ANOVA de uma via

seguida pelo teste de multiplas comparacGes Tukey-Kramer sendo *P<0,05; **P< 0,01.

4.2.2. IMUNOCONTEUDO DOS Fls HIPOFOSFORILADOS EM FATIAS DE

CORTEX DE ANIMAIS DE 21 DIAS

As alteracdes fosforilantes observadas, em especial, no cortex cerebral podem

ser em decorréncia de outros eventos celulares que estejam promovendo diminui¢do no
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contetido dos Fls afetados GFAP e VIM e, consequentemente, refletindo em um menor
nivel fosforilante. Nesse sentido, avaliamos o imunocontetdo dos Fls das fatias

cerebrais dos ratos de 21 dias tratados com NH4Cl 5 mM (Figura 7).

150- @@ NH,Cl (5 mM)

1004

% do controle

VIM GFAP

VIM — —

GFAP w—— S

B-ACTINA G S
C T

Figura 7. Efeito do NH4CI 5 mM sobre o imunocontetdo de GFAP e VIM em fatias de cortex cerebral de
ratos de 21 dias in vitro. Os niveis foram medidos conforme descrito em Materiais e Métodos. Western
blot representativos das proteinas testadas sdo mostrados controle (C) e tratado NH4Cl 5 mM (T). Western
blot da proteina B—actina foi usado como controle de carregamento. Dados sdo relatados como média +
D.P. de 5 animais e expressos como % do grupo controle. Analise estatistica foi realizada por ANOVA de
uma via seguida pelo teste de mdultiplas comparacdes Tukey-Kramer. Resultados ndo apresentaram

diferencas significativas entre os grupos testados e seus controles.

A auséncia de diferencas significativas entre o grupo tratado e o controle no
tempo de 30 min in vitro, na quantificacgho do Western Blot, sugerem que a
hipofosforilacdo apresentada pelos Fls seja em resposta a um mecanismo de sinalizacao

celular decorrente da exposicao ao NH4CI.
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4.2.3. PARTICIPACAO DAS SERINA/TREONINA FOSFATASES SOBRE A

HIPOFOSFORILAGAO CAUSADA PELO NH4CI

A hipofosforilagdo em resposta a sinais celulares esta mais frequentemente
associada a ativacdo de proteinas fosfatases do que a inibicdo de proteinas cinases
(Heimfarth et al., 2012b). As fosfatases de residuos de Ser-Thr frequentemente
relacionadas a alteracdes no nivel de fosfosforilacdo dos Fls pertencem as trés
subfamilias de Ser-Thr fosfatases: proteina fosfatase 1 (PP1), proteina fosfatase 2A
(PP2A) e proteina fosfatase 2B (PP2B), também chamada de calcineurina (Vinadé e
Rodnight, 1996, Cheng et al., 2000, Andreeva e Kutuzov, 2001, de Almeida et al.,
2003).

Por isso, investigamos a participacdo das proteinas fosfatases citadas acima com
a perspectiva de verificar alguns mecanismos através dos quais 0 NH4Cl induz a
hipofosforilagdo dos Fls de astrocitos em fatias de cortex cerebral de ratos de 21 dias.
Os resultados da pré-incubacdo e incubacdo com inibidores especificos para as
diferentes fosfatases (descrito em Materiais e Métodos) demonstraram que o FK-506
(100uM) - um inibidor especifico da PP2B (Thomson et al., 1995) — foi efetivo em
prevenir a hipofosforilagdo mediada pelo NH4Cl 5 mM. Da mesma forma, a caliculina
A (0,2 uM) — um potente inibidor da PP1 e PP2A (Song e Lavin, 1993) - foi capaz de
prevenir essa hipofosforilacdo. Com o objetivo de distinguir entre as fosfatases PP1 e
PP2A, o composto fostriecina (1uM) — um inibidor altamente seletivo para PP2A
(Walsh et al., 1997) - foi utilizado. Porém, mesmo na presenca desse inibidor a
hipofosforilacdo continuou a ocorrer, sugerindo a participacdo da PP1 juntamente com a
PP2B na agdo do NH4Cl sobre as vias de sinalizagdo direcionadas ao citoesqueleto de

astrocitos corticais de ratos de 21 dias (Figura 8).
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Figura 8. Efeito dos inibidores das fosfatases PP2B, PP1 e PP2A na hipofosforilacdo dos Fls induzida
por NH4Cl 5 mM. Fatias de cortex cerebral de ratos com 21 dias foram pré-incubadas na presenca ou
auséncia de 100 uM de FK-506 (inibidor da PP2B); 1 uM de Fostriecina (inibidor da PP2A) ou 0,2 uM
de Caliculina A (inibidor da PP1 e PP2A). Pré-incubacéo foi seguida por incubagdo com [*?P]-ortofosfato
de Na* na presenga ou auséncia dos inibidores de fosfatases como descrito em Materiais e Métodos. A
fracdo citoesquelética foi extraida e a radioatividade incorporada na GFAP e VIM foi medida. Dados
foram expressos como média + D.P. de 12 animais em cada grupo e apresentados como % do grupo
controle. Diferencas estatisticamente significativas foram determinadas por ANOVA de uma via seguida
pelo teste de maltipla comparagdo Tukey-Kramer sendo indicadas por **P<0,01 comparado com 0 grupo

controle; #P<0,05 e ### P<0,001 comparado com o grupo NH4CI.

4.2.4. PARTICIPACAO DOS RECEPTORES NMDA E DE CANAIS DE Ca?
DEPENDENTES DE VOLTAGEM (VDCC) SOBRE A HIPOFOSFORILACAO

CAUSADA PELO NH4CI

As alteraces na homeostase do Ca?* estdo envolvidas em inimeros eventos

intracelulares que regulam a funcdo da célula, sendo os FIs um dos alvos dessa
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sinalizacdo (Heimfarth et al., 2012b, Pierozan et al., 2012, Zanatta et al., 2012).
Receptores NMDA sdo canais de Ca®* ativados por glutamato (Blanke e VanDongen,
2009) que por um longo tempo foram pensados ser expressos exclusivamente em
neurdnios, porém, estudos recentes propdem sua presenca em astrdcitos (Verkhratsky e
Kirchhoff, 2007). Outra potencial contribuicdo para a sinalizacdo através do Ca®*
envolve os canais de célcio dependentes de voltagem (VDCC) em especial os canais
tipo L (D'Ascenzo et al., 2004).

Desse modo, investigamos a participacdo tanto dos receptores NMDA quanto
dos L-VDCC nas agdes do NH4Cl 5 mM sobre a atividade das fosfatases. Os resultados
mostraram que o antagonista dos receptores NMDA (MK-801-50uM) preveniu a
hipofosforilagdo mediada pelo NH4Cl. De modo similar, observamos que em fatias de
cortex cerebral incubadas concomitantemente com os quelantes de Ca?* intracelular
BAPTA-AM (50 pM) e extracelular EGTA (1 mM) houve prevencdo da
hipofosforilacdo tanto da GFAP quanto da VIM. Em contraste, a nifedipina (10 uM) —
um bloqueador dos canais L-VDDC - ndo foi efetivo em prevenir a hipofosforilacio da
GFAP e da VIM (Figura 9). Esses resultados constituem uma evidéncia da importancia
do influxo de Ca®" através dos receptores NMDA na sinalizacdo celular direcionada

para os Fls de astrocitos sob acdo do NH4Cl 5 mM.
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Figura 9. Efeitos do antagonista de receptores NMDA (MK801), dos quelantes de calcio (BAPTA-AM e
EGTA) e do bloqueador de L-VDCC (nifedipina) na hipofosforilacdo desencadeada pelo NH4Cl 5 mM.
Fatias de cdrtex cerebral de ratos com 21 dias foram pré-incubadas na presenca ou auséncia de 50 uM de
MK-801; 50 uM de BAPTA-AM + 1 mM EGTA ou 10 uM de nifedipina. A pré-incubacéo foi seguida
por incubagdo com [*P]-ortofosfato na presenga ou auséncia dos inibidores de fosfatases conforme
descrito em Materiais e Métodos. A fracdo citoesquelética foi extraida e a radioatividade incorporada na
GFAP e VIM foi medida. Dados foram expressos como média + D.P. de 12 animais em cada grupo e
expressos como % do grupo controle. Diferencas estatisticamente significativas foram determinadas por
ANOVA de uma via seguida pelo teste de multipla comparagdo Tukey-Kramer sendo indicadas por

*P<0,05, ***P<0,001 comparado com o grupo controle e #P<0,05 comparado com o grupo NH4CI.

4.25. AVALIACAO DE PARAMETROS DE INTEGRIDADE E VIABILIDADE

CELULAR IN VITRO

A integridade celular foi avaliada pela medida da atividade da LDH e o dano
mitocondrial foi avaliado pelo teste do MTT em fatias de cdrtex cerebral e hipocampo

de ratos incubadas com 5 mM NH4CI. Os resultados, expressos na Figura 10, mostram
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que ndo houve diferengas significativas nos parametros de morte celular e dano

mitocondrial nas fatias tratadas com NH4CI, em comparagdo com as fatias controles.
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Figura 10. Efeito do NH.ClI na integridade e viabilidade celular. Fatias de cortex cerebral e hipocampo
foram incubadas por 30 min com NH4Cl 5 mM. A) A integridade celular foi determinada pela medida da
atividade da LDH e os resultados expressos em % do controle. B) A viabilidade celular foi avaliada pelo
teste do MTT conforme descrito em Materiais e Métodos. Os dados foram obtidos por absorbancia e
expressos como % do controle. Todos os dados sdo apresentados como média = D.P. (n = 6 em
duplicata). Ndo houve diferencgas estatisticamente significativas entre os tratamentos e seus controles

determinados pelo Teste t de Students Pareado.

47



PARTE Il

48



DISCUSSAO

A hiperamonemia é o principal fator que contribui para as alteracfes cerebrais
na HE (Felipo, 2009). O cortex cerebral e o hipocampo séo estruturas alvo dos efeitos
neurotoxicos provocados pela amdnia (Monfort et al., 2002, Cagnon e Braissant, 2007,
Chen et al.,, 2014). Tanto a hiperamonemia quanto a doenca hepética afetam a
neurotransmissdo glutamatérgica (Felipo, 2006) sendo que a hiperamonemia aguda
induz a ativacdo excessiva dos receptores NMDA, o0s quais sdo responsaveis pela morte
de ratos na intoxicacdo aguda com amonia, que por sua vez, é prevenida pelo bloqueio
dos receptores NMDA (Hermenegildo et al., 1996). O bloqueio dos receptores NMDA
também previne ou retarda a morte na faléncia hepatica aguda (Rodrigo et al., 2009).
Muitos efeitos dos receptores glutamatérgicos e suas vias de transducdo de sinal
associadas tém sido descritos tanto na hiperamonemia aguda como na crénica (Monfort
et al., 2000, Llansola et al., 2007, Felipo, 2009).

Estudos prévios de nosso laboratério ja demonstraram que a homeostase dos Fls
é alvo da acdo de varios metabolitos (de Almeida et al., 2003, Loureiro et al., 2010,
Pierozan et al., 2012) e neurotoxinas (Heimfarth et al., 2011, 2012b, Pessoa-Pureur et
al., 2014) e que a acao desses compostos sobre a rede complexa de filamentos proteicos
¢ dependente da estrutura cerebral (Heimfarth et al., 2008). O rompimento da
homeostase do citoesqueleto neural tem sido relacionado a neurodegeneracao
(O'Callaghan, 1993) e modificagbes no nivel de fosforilagdo de proteinas do
citoesqueleto séo consideradas eventos criticos na patologia do sistema nervoso central
(Koliatsos et al., 1989, Miller et al., 2002), podendo levar as celulas neuronais a morte,
causando disfuncdo neurologica. Varias doencas neurodegenerativas humanas, como
Doenca de Alzheimer, Parkinson, Huntington, Pick e Deméncia com corpos de Lewy,

sdo caracterizadas pelo acumulo de agregados de Fls relativamente insolUveis em
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células neurais (Goedert et al., 1998, Julien e Mushynski, 1998, Julien, 1999,
DiProspero et al., 2004).

Por outro lado, o desenvolvimento do SNC também é um ponto chave na acéo
de toxinas. Desordens do desenvolvimento podem envolver lesdes por um agente
toxico, resultando em processos destrutivos que afetam o rapido crescimento cerebral e
diferenciacdo das células neurais (Giordano e Costa, 2012). Além disso, a via de
administracdo da droga, bem como a estrutura cerebral afetada também interfere nas
caracteristicas neurotoxicas de um composto.

Considerando que existem poucos relatos recentes na literatura sobre as
consequéncias de altas concentragcdes de amonia sobre a dindmica do citoesqueleto e em
especial dos Fls, bem como da participacdo dos receptores NMDA e suas vias de
sinalizacdo nesses efeitos, verificamos no presente trabalho o efeito da amoOnia em
concentracOes consideradas toxicas para 0 SNC sobre o citoesqueleto de células neurais
do hipocampo e cortex cerebral de ratos em desenvolvimento, com 10 e 21 dias de
idade. Evidenciamos também a participacdo dos receptores NMDA e seus mecanismos
de sinalizacdo na acdo da amonia sobre a homeostase dos Fls. Para isso, utilizamos dois
modelos de administracdo da amonia, tentando entender os efeitos desencadeados pela
mesma. O primeiro modelo utilizou uma injecdo intraperitoneal de acetato de aménio
em ratos de 10 e 21 dias, mimetizando a hiperamonemia sistémica. Esse modelo foi
chamado de modelo 1 in vivo e nos permitiu avaliar a influéncia de todo o organismo na
resposta do citoesqueleto cerebral a alta concentracdo de amodnia. O segundo modelo
baseou-se na incubacdo de fatias de tecido cerebral com diferentes concentragdes de
NH4Cl, caracterizando um modelo in vitro. O modelo in vitro nos permitiu investigar

mais profundamente as vias de sinalizacdo que participam da a¢do do composto.

50



51. MODELO1-INVIVO

5.1.1. EFEITOS DA ADMINISTRACAO INTRAPERITONEAL DO ACETATO

DE AMONIO SOBRE O CITOESQUELETO DE RATOS JOVENS

Neste modelo buscamos identificar as alteracdes na fosforilagdo dos Fls em
decorréncia da exposi¢do ao acetato de amoénio. NGs observamos que dentre 0s animais
injetados, alguns apresentavam convulsdes nos primeiros minutos ap6s a injecao e
outros ndo apresentavam esse efeito. Kosenko et al., (1997) ja haviam demonstrado que
ratos apresentavam diferentes suscetibilidades a aménia classificando-os em sensiveis
(mostrando convulsfes) ou resistentes (sem convulsdes) apos injecdes intraperitoneais
de acetato de amonio (7 mmol/Kg). Entre os diversos efeitos da hiperamonemia esté a
desinibicdo neuronal com a presenca de convulsdes (Rangroo Thrane et al., 2013). Os
nossos experimentos foram realizados com os animais classificados como resistentes ao
acetato de aménio e com aqueles que apresentaram recuperacao apos as convulsées.

Inicialmente, nossos resultados indicaram a existéncia de hipofosforilagcdo dos
Fls de astrécitos (GFAP e VIM) bem como das 3 subunidades dos NFs (NF-L, NF-M e
NF-H) em cortex cerebral de ratos de 21 dias de idade, 30 min ap6s a injecdo de acetato
de aménio (7 mmol/Kg). Interessantemente, esse desequilibrio do sistema fosforilante
direcionado aos Fls ndo foi detectado 60 min apds a injecao, sugerindo uma recuperagéo
da homeostase do sistema.

Com relacdo ao hipocampo nossos resultados mostraram que ndo houve
alteracdo no sistema fosforilante associado aos Fls tanto em animais de 10 quanto de 21
dias de idade, 30 e 60 min apos a injecdo. O conjunto desses resultados mostra que cada
estrutura cerebral responde de maneira diferente ao insulto com esse metabolito e que
podem existir janelas de suscetibilidade do sistema fosforilante associado ao

citoequeleto em uma determinada estrutura cerebral. Esses resultados suportam
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trabalhos anteriores de nosso laboratorio mostrando diferentes suscetibilidades do
citoesqueleto das estruturas cerebrais submetidas ao estresse de altas concentragdes de
metabolitos (Pierozan et al., 2014b) ou neurotoxinas (Heimfarth et al., 2012b) durante o
desenvolvimento.

A hipofosforilacdo dos Fls esta de acordo com evidéncias prévias mostrando que
as proteinas fosfatases sdo altamente concentradas no cérebro de mamiferos (Strack et
al., 1997) e enfatizando o citoesqueleto como um alvo preferencial da acdo de fosfatases
tanto em condicdes fisiolgicas como patoldgicas (Liu et al., 2008). As subunidades dos
Fls sdo fosforiladas nos seus dominios N-terminal e C-terminal e a dindmica de
fosforilagcdo/desfosforilacdo desempenha uma fungdo importante na organizacdo e
funcdo estrutural dos Fls de maneira célula e tecido especificas (Nixon e Sihag, 1991,
Helfand et al., 2004, Omary et al., 2006).

A fosforilacdo adequada das subunidades dos NFs esta também relacionada com
a sinaptogénese e a mielinizacdo a medida que o citoesqueleto axonal comeca a ser
estabelecido (Grant et al., 2001). Também, foi sugerido que a regulacdo da fosforilacdo
de sitios no dominio C-terminal do NF-H e do NF-M desempenha uma funcéao
importante no espacamento dos NFs e consequentemente no calibre axonal (Fuchs e
Cleveland, 1998).

Com respeito as consequéncias da hipofosforilacdo dos Fls, estd bem descrito
que a hipofosforilagdo dos NFs os torna mais suscetiveis a quebra proteolitica e 0 seu
consequente acimulo nos axénios pode romper o transporte axonal de organelas e
compostos intracelulares (Goldstein et al., 1987, Pant, 1988). Por essa razdo, 0os NFs
hipofosforilados foram associados com a neurotoxicidade do &cido quinolinico e do
telario (Heimfarth et al., 2012a, Heimfarth et al., 2012b, Heimfarth et al., 2013,

Pierozan et al., 2014b).
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Por outro lado, considerando que a desmielinizacdo diminui a fosforilacdo dos
NFs, o transporte axonal e o didmetro dos axonios (de Waegh et al., 1992) e que a
hiperamonemia pode conduzir a atrofia cortical, aumento ventricular e desmielinizagao
que levam a prejuizo cognitivo, convulsdo e paralisia cerebral (Braissant et al., 2012)
nossas observacgdes sugerem que a hipofosforilagdo dos NFs no modelo in vivo (30°)
possa estar associado a um sinal desmielinizante com efeitos no transporte e calibre
axonal mimetizando, portanto, as alteracdes observadas em pacientes com
hiperamonemia. Todavia, esse efeito ndo foi observado em 60’ sugerindo uma
recuperacdo dos animais. De fato, logo ap6s a injecdo de acetato de aménio os animais
que apresentaram um quadro convulsivo agudo e resistiram a ele, melhoraram com o
decorrer do tempo. Isso é consistente com o fato de que a presenca do acetato de
amonio é neurotdxica e sua rapida eliminacdo pode suprimir o efeito.

Observamos também a maior resisténcia da homeostase dos Fls nos animais de
10 dias injetados com acetato de amonio. Embora no presente trabalho ndo sejamos
capazes de estabelecer as bases moleculares dessa diferente suscetibilidade nos animais
em desenvolvimento, podemos especular que o mesmo sinal possa desencadear
diferentes intensidades de resposta, como reflexo da maturagdo temporal das vias de
sinalizacdo no SNC. Nesse contexto, Lohmann e Kessels (2014) descreveram que 0S
receptores e canais i0nicos do SNC desenvolvem-se sequencialmente durante o
desenvolvimento. Em particular, os receptores NMDA sédo tetrameros formados por
quatro subunidades, duas subunidades GIuN1 e duas subunidades GIuN2. Essas
subunidades s@o diferentemente expressas nas diferentes regiGes cerebrais e nos
sucessivos estagios de desenvolvimento, gerando uma diversidade em suas funcgdes que
tem como consequéncia caracteristicas proprias da plasticidade sinéptica ao longo do

desenvolvimento.
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Embora a literatura ndo apresente evidéncias experimentais da suscetibilidade
dos NFs as altas concentracGes de amonia in vivo, Braissant et al., (2002) mostraram
que agregados de células neurais de rato em cultura (agregados de astrécitos e
neurbnios) apresentaram crescimento axonal de neurdnios colinérgicos diminuido,
niveis diminuidos de NF-M e inibicdo da fosforilagdo dessa subunidade. Esses
resultados suportam as nossas presentes evidéncias, de que a perda da homeostase dos

NFs faz parte da resposta neuronal ao dano causado pela intoxica¢ao pela amonia.

52. MODELO2-INVITRO

5.2.1. EFEITOS DO NHiCl SOBRE O CITOESQUELETO DE FATIAS DE

TECIDO CEREBRAL DE RATOS JOVENS

Considerando que altas concentracbes de amonio rompem a homeostase do
citoesqueleto neural no cértex cerebral de ratos jovens in vivo e que esse efeito pode
estar relacionado com os efeitos tdxicos da amodnia, procuramos entender um pouco
melhor como esse metab6lito em concentracdes toxicas age nas células neurais. Para
tanto, estudamos algumas das vias de sinalizacdo envolvidas na acdo da amonia
verificando o efeito de uma exposicédo in vitro ao NH4Cl sobre a fosforilagdo dos Fls
neuronais e gliais em fatias de cortex cerebral e hipocampo de ratos de 10 e 21 dias de
idade. Além disso, identificamos também alguns dos mecanismos de acdo pelos quais
essa droga altera a homeostase do citoesqueleto.

Os resultados mostraram que o NH4ClI adicionado diretamente sobre uma fatia
de cortex cerebral ou hipocampo causou hipofosforilagdo dos Fls nas duas estruturas
cerebrais de maneira dose-dependente, ou seja, o efeito foi observado com 5 mM

NH4Cl, mas ndo com as concentragdes menores utilizadas (0,5 e 1 mM).
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A comparagdo dos resultados in vivo e in vitro mostrou a preservacdo da
suscetibilidade do citoesqueleto do cortex cerebral, o qual foi sensivel & aménia no
vigesimo primeiro dia pos-natal tanto in vivo como in vitro. No hipocampo verificamos
uma diminuicdo de fosforilacdo dos Fls glias e também da subunidade de baixo peso
molecular dos NFs (NF-L) em animais de 10 dias, ndo apresentando alteracdo desse
parametro em ratos de 21 dias. Comparativamente, fatias de hipocampo de animais de
10 dias de vida foram mais sensiveis que o hipocampo in vivo nessa mesma idade.
Ainda, no cortex cerebral observou-se que o NH4Cl causou hipofosforilacdo apenas dos
Fls gliais em animais de 21 dias, ndo alterando o sistema fosforilante associado ao
citoesqueleto em animais de 10 dias. Esses resultados séo interessantes porque mostram
a complexidade dos mecanismos de sinalizacdo direcionados para o citoesqueleto e,
principalmente, enfatizam a importancia da preservacdo das conexdes entre as
diferentes regiGes cerebrais no processamento dos sinais e, consequentemente, nas
respostas ao estresse causado pelo desequilibrio metabdlico no SNC. Por outro lado,
esses resultados confirmam de certo modo a evidéncia de que a vulnerabilidade do
citoesqueleto das diferentes regiGes cerebrais a um dado agente estressante esta
relacionada a ontogenia do sistema de sinalizagao.

E importante salientar que no cortex cerebral de animais de 21 dias os NFs
foram hipofosforilados in vivo, mas ndo in vitro. A presente abordagem experimental
ndo permite acessar as bases moleculares da diferente vulnerabilidade do nivel de
fosforilacdo nos dois modelos experimentais. Uma possibilidade é que as alteragcdes no
sistema fosforilante direcionado aos NFs sejam decorrentes de perturbagdes
desencadeadas pela amonia na barreira hematoencefélica (Skowronska e Albrecht,

2012). Além disso, os animais de 21 dias foram agudamente injetados e decapitados 30

min apds, sendo suas estruturas removidas e em seguida fosforiladas (aproximadamente
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mais 30 min). No modelo in vitro a fosforilagdo ocorre logo ap6s o tratamento, portanto,
o0 tempo pode ndo ter sido suficiente para detectarmos alteragdes nos NFs. N&o podemos
excluir também a possibilidade de que no modelo in vitro a perda das interconexdes do
cérebro intacto tenha causado uma alteragdo no “crosstalk” das vias de sinalizacéo
direcionadas a fosforilacdo dos NFs no cortex cerebral.

A hipofosforilacdo foi observada também nos Fls astrocitarios, ou seja, na
GFAP e VIM de cortex cerebral in vivo e in vitro, bem como no hipocampo in vitro. A
GFAP é a principal proteina dos Fls de astrocitos maduros no SNC (Eng, 1985, Hol e
Pekny, 2015). E bem conhecido que a GFAP pode ser fosforilada/desfosforilada por
uma variedade de Ser/Thr cinases e ou fosfatases, em um mecanismo fundamental para
a regulacéo do equilibrio entre a forma associada ao citoesqueleto e a forma soltvel
dessa proteina. A fosforilacdo desloca o equilibrio no sentido da despolimerizagdo dos
filamentos em subunidades solUveis, um evento associado com a mitose (Murphy e
Pearce, 2005). Ao contrério, a desfosforilacéo esta relacionada com o aumento da forma
insolvel do FI, associado ao citoesqueleto. Para a GFAP, seis diferentes sitios de
fosforilagdo foram identificados: Thr-7, Ser-8, Ser-13, Ser-17 e Ser-34 no dominio
“head” e Ser-389 no dominio “tail” (Nakamura et al., 1992, Inagaki et al., 1994,
Tsujimura et al., 1994, Sekimata et al., 1996, Middeldorp e Hol, 2011).

Nossos resultados indicam que a hipofosforilacdo em decorréncia da exposicao a
amonia desloca o equilibrio para um maior “pool” filamentoso, tornando com isso a
GFAP mais susceptivel a eventual protedlise. A sintese da proteina pode também ser
afetada havendo diminuicdo do mMRNA de GFAP apos 3 h de inicio do tratamento com
NH4Cl (Neary et al., 1994). Um modelo para o papel da fosforilagdo da GFAP na

dindmica desses filamentos é apresentado na Figura 11 (Takemura et al., 2002).
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Figura 11. Fosforilagio da GFAP pode desempenhar um papel duplo. A fosforilagdo protege da
protedlise e contribui para alterar o equilibrio entre o pool sollvel/filamentoso deslocando-o para a
esquerda. O maior pool de subunidades sollveis e a parcial despolimerizacdo de subunidades
filamentosas desencadiada pela fosforilagdo ird sinergicamente acelerar a plasticidade estrutural dos
filamentos gliais. Adaptado de Takemura et al., (2002) e Clairembault et al., (2014).

Outros fatores poderiam contribuir para a hipofosforilacdo da GFAP, como o
aumento na secrecdo da proteina S100B observado na hiperamonemia (Leite et al.,
2006). Frizzo et al., (2004) mostraram que a S100B é capaz de se ligar a sitios de
fosforilacdo na GFAP blogueando o acesso de proteinas cinases a esses sitios e inibindo
a fosforilacéo.

E descrito que a expressdo da GFAP é aumentada em situacdes relacionadas a
astrocitose, tal como em lesdes cerebrais, infeccdo no sistema nervoso central,
encefalopatias espongiformes e na doenca de Alzheimer (Takemura et al., 2002).
Porém, apesar do nivel de GFAP aumentar em numerosas condi¢des neurolégicas sua
expressao diminuiu na encefalopatia hepatica (Neary et al., 1994, Bélanger et al., 2002).

No entanto, no presente estudo ndo observamos alteracdo no nivel da GFAP in

vitro em resposta ao NH4Cl no tempo de estudo utilizado, porém néo descartarmos que
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uma alteragdo na imunodeteccdo da GFAP possa ocorrer em uma exposi¢cdo mais
prolongada ao composto de amonio. A diminuigdo da fosforilagéo neste estudo parece
representar uma resposta a neurotoxicidade da amonia agindo diretamente sobre as vias

de sinalizag&o direcionadas para o sistema fosforilante dos Fls (Figura 11).

5.2.2. A HIPOFOSFORILACAO DOS FIs ASTROCITARIOS E MEDIADA

PELA PP1 E PELA PP2B (CALCINEURINA)

Através da utilizacdo de inibidores especificos para as diferentes Ser/Thr
fosfatases, nossos resultados mostraram que a hipofosforilacdo dos Fls astrocitarios em
fatias de cdrtex cerebral foi mediada pela PP2B (calcineurina) e PP1. A calcineurina
(PP2B) é uma proteina fosfatase de residuos de serina e treonina dependente de Ca?* e
calmodulina (Bodega et al., 2007). A ativacdo da calcineurina foi previamente
relacionada aos efeitos de concentracbes toxicas de amonia. Dethloff et al., (2004)
descreveram que a inibicdo da PP2B com FK506 melhora os sintomas em ratos com
anastomose porto-cava e hiperamonemia. Ainda, Bodega et al., (2007) relataram um
aumento na expressdao da calcineurina em cultura de astrdcitos expostos a aménia. A
ativacdo simultanea da PP2B e da PP1 observada em nossos resultados é suportada pela
evidéncia de que a ativacdo da PP2B desfosforila e inativa um inibidor de outra
fosfatase, a PP1, tendo como consequéncia 0 aumento na atividade da enzima PP1
(Mulkey et al., 1994). Trabalhos anteriores de nosso grupo e de outros mostram que a
GFAP e a VIM séo substratos preferenciais tanto da PP1 como da PP2B (Vinadé e

Rodnight, 1996, Heimfarth et al., 2012b).
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5.2.3. A HIPOFOSFORILACAO DOS Fls ASTROCITARIOS E MEDIADA

POR RECEPTORES NMDA

Nossos resultados mostraram que a hipofosforilagdo da GFAP e da VIM em
astrocitos de cortex cerebral dos ratos de 21 dias de idade é dependente da sinalizacéo
iniciada em receptores glutamatérgicos do tipo NMDA. Os receptores NMDA
funcionam como canais de Ca?* ativados por glutamato ou agonistas glutamatérgicos,
levando ao aumento transitério de Ca®* intracelular (VanDongen, 2008). Neste sentido,
0s nossos resultados, mostrando que a hipofosforilagdo da GFAP e VIM foi prevenida
pelo antagonista NMDA e por quelantes de Ca?* intra (BAPTA) e extracelular (EGTA),
reforcam a dependéncia dos mecanismos desencadeados pelos receptores NMDA sobre
a homeostase do citoesqueleto na toxicidade da amonia. O envolvimento de receptores
NMDA nas ac¢Oes da amonia é largamente descrito na literatura em diferentes modelos
experimentais (Felipo e Butterworth, 2002). Em um estudo recente, Haack et al., (2014)
evidenciaram que a amdnia causa um aumento sustentdvel no Ca®" intracelular em
astrocitos in situ. Esse aumento ndo foi mimetizado por mudancas no pH, mas sim
dependente da ativacdo de receptores NMDA e da liberagdo de Ca?* dos estoques
intracelulares. Os autores observaram que a inibicdo do cotransportador de sddio-
potassio-cloro (NKCC), do transportador de sédio/calcio (NCX), do receptor do acido
alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propiénico  (AMPA) ou do  receptor
metabotropico de glutamato 5 (mGIUR5) ndo atenuaram o aumento de Ca?* provocado
pela amoénia. Em cultura de astrocitos a amonia induz oxidagdo do mRNA do
transportador de glutamato/aspartato (GLAST) sendo reversivel e sensivel a MK-801 e
BAPTA-AM (Gorg et al., 2008).

Receptores NMDA em astrocitos tém sido descritos em muitos trabalhos (Conti

et al., 1997, SCHIPKE et al., 2001, Lalo et al., 2006, Verkhratsky e Kirchhoff, 2007,
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Dzamba et al., 2013). Entretanto, eles exibem propriedades distintas dos receptores
NMDA dos neurdnios. Os receptores astrocitarios ndo parecem ser sensiveis ao
bloqueio por Mg* e apresentam uma composicido de subunidades diferentes. A
permeabilidade ao Ca?* é menor comparado aos receptores NMDA de neur6nios, porém
é proxima a de outros receptores ionotrépicos, como o receptor neuronal nicotinico de
acetilcolina (NnAChR), P2X1, P2X2 e é maior que a dos receptores kainato e AMPA. A
contribuicdo dos receptores NMDA para o influxo de Ca?*, em astrdcitos corticais,
provocada pelo glutamato foi significante e representou em torno de 50-55% do
transiente aumento de Ca?* (Palygin et al., 2011).

Nos ultimos anos tém se estabelecido que a GFAP desempenha um importante
papel na modulacdo do transporte de glutamato astrocitico e neuronal e na funcdo e
controle da producdo de glutamina (Middeldorp e Hol, 2011). Sulivan et al., (2007)
propdem que a GFAP estabiliza as projecOes citoplasmaticas de astrdcitos e permite a
retencdo de GLAST na membrana plasmatica via uma série de intermediarios e
proteinas de ligacdo. Os autores sugerem que qualquer alteracdo na expressdao ou
localizag&o intracelular de GFAP poderia influenciar na homeostase do glutamato.

AlteragBes glutamatérgicas sdo descritas estar envolvidas nos mecanismos da
hiperamonemia. Hermenegildo et al., (2000) observaram que a amdnia induz ativacao
de receptores NMDA. Foi proposto que o aumento de glutamato ndo € o responsavel
pela aménia induzir a ativagdo desses receptores, mas sim a despolarizacdo neuronal
provocada pela alta concentragdo de amonia (Raabe, 1990). Nesse sentido, com a
despolarizagdo é possivel liberar o Mg?* do bloqueio de receptores NMDA neuronais e
esse evento levaria a sua ativacdo em concentragdes normais de glutamato extracelular.

Em cultura de astrécitos o tratamento prolongado com amdnia desregula a liberagédo de
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glutamato aumentando-a. A inibicdo com MK-801, BAPTA-AM e compostos
antioxidantes suprimiu o efeito (Ohara et al., 2009).

O desbalango nas concentracdes de K™ também tem sido relacionado aos efeitos
da hiperamonemia. O NH4* acumula intracelularmente em astrdcitos via canais de K* e
uma baixa despolarizacdo foi associada a esse efeito em concentracfes muito elevadas
de amonia (Allert et al., 1998). Teoricamente, a atividade de receptores de glutamato
neuronais pode provocar mudancas na concentracdo de K* extracelular contribuindo
para uma corrente interna nos astrocitos por estimulacdo de vias sinapticas. Entretanto,
Palygin et al, (2011) utilizando inibidores especificos demonstrou que os efeitos da
corrente sinaptica glial envolvem receptores NMDA astrocitarios. Uma pequena
atividade residual foi atribuida a redistribuicdo de K* extracelular.

Extrapolando os nossos resultados em fatias de cortex cerebral para o cérebro in
vivo podemos propor que a acdo do NH4CI esté relacionada a ativacdo de receptores
NMDA por uma despolarizacdo neuronal inicial (desbloqueio ons Mg?*) resultando em
aumento do impulso nervoso e liberacdo de glutamato na fenda pré-sinaptica. Os
receptores NMDA dos astrdcitos respondem rapidamente a variacdes glutamatérgicas
por n3o serem muito sensiveis a Mg?* ocasionando um aumento no Ca?* intracelular.
Além disso, 0 NH4* pode entrar via canais de K* no astrdcito e contribuir para o sinal de
elevacdo de Ca?*. Decorre que a entrada do Ca?* ativa a participacio de fosfatases como
a calcineurina e, posteriormente, a PP1 resultando em hipofosforilagdo dos Fls. Essa
resposta aumentaria o “pool” filamentoso e reativo. Somado as conclusfes de Hughes et
al., (2004) sobre o possivel efeito em EAAT2 da GFAP afetando o “pool” de glutamato,
alem de efeitos oxidativos na liberagdo de glutamato em astrocitos (Gorg et al., 2010)

propomos um modelo para explicar esses efeitos (Figura 12).
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Figura 12. O aumento nos niveis de amonio permite o desbloqueio de receptores NMDA neuronais (pela
retirada de fons Mg?*) provocando ativacdo desses em concentragdes normais de glutamato. Como
resultado a um aumento na intensidade do impulso nervoso e uma maior liberacdo de glutamato pré-
sinaptica. Receptores NMDA astrocitarios sdo pouco sensiveis ao blogueio com Mg?*, portanto,
respondem rapido a pequenas variagGes glutamatérgicas. A ativacdo induz elevacdo nos niveis de Ca?*.
Fosfatases sensiveis a essa elevacdo, como a PP2B e indiretamente PP1, promovem a hipofosforilagdo
dos Fls. Espécies reativas do oxigénio e nitrogénio (NOs), liberacdo de glutamato, comprometimento da
funcdo EAAT2 e envolvimento de canais de K* sdo apresentados em italico por terem sido observadas em
outros trabalhos. Adaptado de SCHIPKE et al., (2001) e Clairembault et al., (2014).

53. GLUTAMATO PODERIA SER O RESPONSAVEL POR RETOMAR 0OS
NIVEIS NORMAIS DE FOSFORILACAO DO CITOESQUELETO IN VIVO

APOS HIPERAMONEMIA AGUDA?

A injecdo de acetato de amodnio causa inicialmente hipofosforilagdo (tempo 30
min) possivelmente via receptores NMDA in vivo na GFAP e VIM, porém, por um
mecanismo de defesa compensatdrio a fosforilagdo foi retomada no tempo de 1 h. Uma
reducdo em receptores NMDA e ndo-NMDA em modelos de faléncia aguda no figado
pode sugerir um efeito compensatdrio (Chan e Butterworth, 2003).

Outros receptores podem estar envolvidos nos eventos que desencadeiam a

fosforilagdo dos FlIs como receptores mGIURS5 que sdo capazes de aumentar o0s niveis de
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Ca2* em astrocitos, porém, tem sua expressdo regulada pelo desenvolvimento sendo
indetectveis apOs a terceira semana pds-natal. Todavia, receptores mGIuR3 séo
expressos em todos os estdgios de desenvolvimento (Sun et al., 2013). Estudos com
glutamato sobre o estado fosforilante da GFAP em fatias de hipocampo de ratos no
periodo pos-natal 12-16 dias demonstraram haver hiperfosforilagdo via mGIuRs do
grupo Il (subtipo mGIuR3). Foi proposto que a ativagdo desse receptor inibe a entrada
de Ca?" em astrocitos e diminui a cascata dependente de Ca?* para desfosforilacio

(Figura 13) (Rodnight et al., 1997).

PP1 ativada
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PP1inativada T )
Inibicdo ? P-1-inib.
Calcineurina Ca?* ~ Pi

Calmodulina
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i NMDA ? 2+
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Figura 13. O mecanismo foi proposto por Rodnight et al., (1997). Receptores metabotropicos do subtipo
mGIuR3 ativados por glutamato inibem a entrada de Ca?* através dos canais de Ca?* resultando em
inibicdo de fosfatases (calcineurina e PP1) e hiperfosforilacdo. Aqui propomos os receptores NMDA
sendo inibidos (inibicdo? NMDA? em vermelho). Isso explicaria porque o aumento na liberagdo de
glutamato na fenda pré-sinéptica, posteriormente, retoma os niveis fosforilantes “in vivo”.

O mGIuR3 é um receptor metabotropico negativamente acoplado a adenilato-

ciclase. A utilizagdo de um agonista de mGIuR3 ndo provoca aumentos de Ca®* em

astrocitos. Além disso, 0 mGIuR3 induz a expressdo das proteinas GLAST e GLT 1

63



(Aronica et al., 2003) reforcando a idéia de uma neuroprote¢do ao excesso de glutamato
(Durand et al., 2011).

Portanto, 0 aumento na ativagédo de receptores NMDA ocorre em concentragdes
de glutamato inicialmente normais promovendo descarga glutamatérgica que sensibiliza
facilmente receptores astrocitarios e hipofosforila os Fls astrocitarios de forma aguda no
cortex cerebral em 30 min. O resultado desse evento ¢ um provavel aumento no “pool”
de glutamato (Figura 12) que pode conduzir a convulsdes, coma e morte. Receptores
NMDA astrogliais sdo 25 vezes mais sensiveis ao glutamato que receptores AMPA
respondendo de forma répida (Verkhratsky e Kirchhoff, 2007). O aumento de glutamato
na fenda promove excitoxicidade que, posteriormente, é inibida via NMDA pela

ativacdo de mGIuR3 retomando os niveis de fosforilagdo em 1 h no modelo in vivo.
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RESUMO DOS RESULTADOS

Os modelos in vitro e in vivo de hiperamonemia aguda utilizados demonstraram
envolvimento do citoesqueleto e, em especial, do sistema fosforilante direcionado para
os Fls sobre os efeitos de concentracBes toxicas de aménia no cérebro de ratos em
desenvolvimento.

a) O modelo experimental de hiperamonemia aguda (modelo 1) em diferentes
tempos, no qual ratos foram agudamente injetados com acetato de aménio (7 mmol/Kg)
e sacrificados 30 ou 60 min apo6s a injecdo, apresentou alteracBes nos niveis de
fosforilacdo dos Fls apenas em 30 min. O cortex cerebral apresentou hipofosforilagao
das proteinas GFAP, VIM, NF-L, NF-M e NF-H em ratos de 21 dias. Por outro lado, o
cortex cerebral de animais de 10 dias e o hipocampo em ambas as idades ndo foram
afetados. Os efeitos do acetato de amonio sobre os Fls sdo, portanto, dependentes de
fatores como idade, estrutura cerebral e tempo de recuperagdo dos animais no
experimento.

b) No modelo 2 in vitro, fatias de cortex cerebral de ratos de 21 dias incubadas
com NH4Cl 5 mM apresentaram hipofosforilagdo de GFAP e VIM. Além disso, o
hipocampo de animais de 10 dias também apresentou diminui¢do na fosforilacdo da
GFAP, VIM e NF-L. O sistema fosforilante associado aos Fls de cortex cerebral dos
animais de 10 dias e hipocampo de animais de 21 dias ndo apresentou diferencas
significativas com relagéo as fatias de tecido de animais controles.

c) Através de inibidores especificos de proteinas fosfatases em cortex cerebral de
ratos de 21 dias demonstramos que a hipofosforilacdo dos Fls astrocitarios causada pelo
NH4Cl 5 mM esta associado a ativagdo das fosfatases PP1 e PP2B, sem envolvimento

da fosfatase PP2A.
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d) As acbes do NH4Cl 5 mM foram dependentes da sinalizacdo glutamatérgica
via receptores NMDA e dos niveis intra e extracelulares de Ca?*. Os canais de Ca**
dependentes de voltagem tipo L ndo estdo associados aos efeitos do NH4Cl sobre o
citoesqueleto.

e) O imunoconteddo dos Fls, analisado por Western blot com anticorpos
monoclonais dirigidos para GFAP e VIM, mostrou que o NH4Cl 5 mM ndo causou
alteracdo no nivel dessas proteinas nas nossas condi¢des experimentais.

f) Testes de integridade (LDH) e viabilidade (MTT) celular das células neurais
de cértex cerebral e hipocampo, tanto no tratamento in vivo como no in vitro, nas

diferentes idades mostraram que ndo houve alteracdo nesses parametros.
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CONCLUSAO

A toxicidade da aménia no SNC tem sido descrita em inimeros trabalhos, apesar
disso, ainda compreendemos pouco sobre seus efeitos no citoesqueleto. Os Fls
demonstraram ser um dos alvos das alteragOes desencadeadas pela amdnia por meio de
perturbacbes na homeostase do seu sistema fosforilante. A hipofosforilagdo foi a
modificacdo pds-traducional observada neste estudo sendo dependente da idade dos
animais, da estrutura cerebral, da concentracdo de amonia utilizada entre outros fatores
que sdo variaveis dos modelos estudados.

A presenca de uma resposta desfoforilante nos Fls, tanto gliais quanto neuronais,
afeta suas propriedades bioquimicas resultando em alteracdes de solubilidade, maior
suscetibilidade proteolitica e prejuizo na interacdo com proteinas. Vias de sinaliza¢do
como a glutamatérgica, por meio de receptores NMDA, regulam a dindmica dos Fls no
tecido cerebral. Uma disfuncdo no citoesqueleto pode sublinhar os efeitos da

hiperamonemia no cérebro contribuindo assim para os efeitos neurotoxicos da aménia.
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