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Resumo

A doenca de Alzheimer (DA) resulta de multiplos eventos patogénicos, que
incluem anormalidades no processamento protéico, inflamacdo e estresse oxidativo,
levando a destrui¢do seletiva de populagdes neuronais, especialmente de neurdnios
colinérgicos. Tal hipotese colinérgica justifica o uso de inibidores da acetilcolinesterase
(AChE) como a estratégia utilizada para tratamento de pacientes com DA. Huperzina A
(HupA), um alcaloide Licopodium extraido de uma espécie vegetal (Huperzia serrata)
de uso tradicional pela medicina chinesa, parece se apresentar como uma alternativa. A
HupA atua como um inibidor potente, reversivel e altamente especifico da AChE. Sua
poténcia como anticolinesterasico ¢ similar ou superior a da fisostigmina, galantamina,
donepezil e tacrina, anticolinesterasicos aprovados para o tratamento da DA. Este
alcal6éide também demonstrou multiplos efeitos neuroprotetores, incluindo modificago
do processamento do peptideo P-amiloide, reducdo do estresse oxidativo, protecdo
neuronal contra apoptose e regulagdo da expressdo e secre¢do de fatores troficos, tais
como fator de crescimento neuronal e em situacdes de injiria com comprometimento de
fungdes glutamatérgicas. A S100B ¢ uma proteina da familia S100 de proteinas ligantes
de calcio, produzida e secretada por astrocitos no SNC. Quando em baixas
concentragdes no meio extracelular (nanomolar), ela ¢ trofica; ja em concentragdes
maiores (micromolar), ¢ toxica, podendo levar a apoptose. Sabe-se que a S100B estd
envolvida na patofisiologia de diversas doencas neurodegenerativas, como por exemplo,
na DA, no qual ocorre um aumento dos niveis dessa proteina no liquor em sua fase
precoce. Neste trabalho investigamos o efeito da HupA, da tacrina (tetraaminoacridina
ou THA) e da acetiltiocolina (ATCh) em astrécitos e em fatias hipocampais, quanto a
secrecdo e conteudo intracelular de S100B e proteina fibrilar glial acida (GFAP),
durante 1 e 24 h. A HupA (100 uM) aumentou a secre¢do em cultura de astrocitos em 1
h, mas diferentemente causou uma reducdo em fatias hipocampais, bem como ATCh
(100 uM). Apods 24 h de tratamento, foi possivel observar em cultura de astrocitos um
efeito da tacrina a 100 uM sobre a reduc¢do do conteudo de S100B intracelular, mas nao
de HupA ou ATCh. O imunocontéudo de GFAP ndo foi alterado ap6s os tratamentos.
Uma analise geral desses resultados nos mostra que a HupA pode regular mecanismos
de secrecao da S100B. Além disto, a modulacdo de secrecdo desta proteina parece ser

modulada por receptores colinérgicos.



Abstract

Alzheimer’s Disease (AD) results in multiple pathogenic events, which include
abnormalities of protein process, inflammation and oxidative stress, leading to a
neuronal population destruction, especially of cholinergic neurons. This cholinergic
hypothesis justifies the use of acetylcholinesterase inhibitors (IAChE) as the strategy for
patients with AD. Huperzine A (HupA), a novel Lycopodium alkaloid isolated originally
from a traditional Chinese medicine, seems to be an alternative. HupA is a reversible,
potent and selective IAChE. Its potency and duration of AChE inhibition rival those of
physostigmine, galanthamine, donepezil and tacrine, approved for treatment of DA.
HupA also demonstrated multiple neuroprotector effects, including modifying the B-
amyloid processing, decreasing oxidative stress, protecting neurons against apoptosis
and also expressing and regulating secretion of trophic factors, such as neuronal growth
factor (NGF) and also acts reducing glutamatergic excitotoxicity. S100B is a calcium-
binding protein, produced and secreted by astrocytes in the central nervous system
(CNS) and plays a regulatory role in the cytoskeleton and cell cycle. Moreover,
extracellular S100B, a marker of glial activation in several conditions of brain injury,
for example in AD, has a trophic or apoptotic effect on neurons, depending on its
concentration. Here we investigated the effect of HupA, tacrina (tetraminoacridine or
THA) and acetilthiocholine (ATCh), on S100B secretion, S100B and GFAP
intracellular contend in cortical astrocytes cultures and hippocampal slices treated for 1
and 24 h. For 1 h, HupA and ATCh (100 uM) increased the secretion in astrocytes for 1
h, but caused a reduction on hippocampal slices (P < 0.05). After 24 h of treatment,
tacrine (100 uM) reduced the S100B intracellular contend in astrocytes cultures, but it
was not observed with HupA or ATCh. The GFAP immunocontent did not change after
these treatments. Generally, our data show that HupA can regulate S100B secretion

mechanisms and that this modulation could be activated by cholinergic receptors.



Lista de abreviaturas

DA: Doenga de Alzheimer

ACHhE: acetilcolinesterase

HupA: Huperzina A

ATCh: acetiltiocolina

GFAP: proteina acida fibrilar glial

RAGE: receptor para produtos finais de glicagdo avancada
SNC: sistema nervoso central

NMDA: N-metil-d-aspartato
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1. Introducgao

1.1. Doenga de Alzheimer e Deméncia

Falhas cognitivas, tais como, prejuizo de aprendizado e memoria sdo
freqiientemente observadas no envelhecimento normal e nos estados patoldgicos
relacionados com a terceira idade, incluindo a depressdao e doengas neurodegenerativas,
tal como a Doenga de Alzheimer (DA) (Jellinger 2006, Amara et al. 2010).

A DA tornou-se a doenca neurodegenerativa mais freqiiente no mundo, sendo
responsavel por mais de 65% dos casos de deméncia na populacdo idosa, além de
promover outras desordens relacionadas que inevitavelmente levam a um prejuizo
severo e, finalmente, & morte. As mudancas demograficas resultantes do aumento na
expectativa de vida, levam a um aumento dramdtico nos disturbios relacionados a
deméncia senil ¢ a DA em si. Estudos apontam que cerca de 1/3 da populagdo estara
mais idosa (acima dos 65 anos) e cerca de 1/4 estardo acima de 80 anos sendo
considerado fator de risco para desenvolver deméncias. O nimero estimado de pacientes
dementes na Europa ¢ de 7 a 8 milhdes, e nos EUA 4 a 5 milhdes, com aumento para 14
e 16 milhdes, respectivamente até 2050 (Jellinger 2006). Um recente estudo organizado
pela Alzheimer’s Disease International previu um aumento global de individuos
dementes, a partir dos dados atuais - 24,3 a 42 milhdes em 2020 - para o dobro a cada
20 anos, chegando a 81 milhdes em 2040. Os niveis deste aumento em paises
desenvolvidos estdo previstos para 100% entre 2001 e 2040, entretanto estes dados
aumentam para mais de 300% na India, China e seus vizinhos asiaticos (Ferri et al.
2005). Portanto, e devido ao envelhecimento demografico das sociedades mundiais, o
impacto economico da DA crescerd extraordinariamente sem avangos suficientes em
intervengdes terapéuticas ou preventivas, tornando ainda mais graves os desafios para os
setores da satude publica e social.

Dentre as conseqiiéncias representativas da sintomatologia da DA, incluem-se
distarbios progressivos das funcgdes cognitivas, incluindo memoria, julgamento,
iniciativa, orientagdo fisica e linguagem (Nussbaum & Ellis 2003). Dentre as
caracteristicas neuropatologicas da DA, destacam-se perdas seletivas neuronais e
sindpticas, presenga de placas neuriticas extracelulares contendo o peptideo B-amildide
e emaranhados neurofibrilares (NFTs) compostos de formas hiperfosforiladas da

proteina Tau (Morrison & Hof 1997, Masters et al. 1985, Hasegawa et al. 1992,
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Glenner et al. 1984, Delacourte & Defossez 1986). Embora essas caracteristicas
ocorram ocasionalmente em pessoas idosas, elas ndo estdo necessariamente relacionadas
aos prejuizos cognitivos mais freqiientes nesta fase da vida, onde os casos mais

freqiientes sdo reconhecidos como deméncia senil (Dickson 2009).

1.2. Hipotese Colinérgica

Uma variedade de estudos em humanos indicaram que as vias colinérgicas das
regides do prosencéfalo basal e do prosencéfalo rostral, bem como as projecdes ao
tadlamo, possuem um importante papel na decisdo consciente, aten¢ao, memoria de
trabalho e um numero adicional de processos mnemonicos (Berger-Sweeney et al. 2001,
Dotigny et al. 2008, Perry et al. 1999). Por mais de 20 anos, estudos com encéfalos de
individuos em idade avangada e com DA tém consistentemente encontrado danos ou
anormalidades nessas vias, particularmente as projecdes do prosencéfalo basal, que
parecem correlacionar-se com a intensidade do declinio cognitivo (Terry & Buccafusco
2003). De acordo com essa hipotese, a hipdtese colinérgica da DA, a destrui¢ao dos
neurdnios colinérgicos no prosencefalo basal e a resultante perda da transmissdo
colinérgica central contribuem enormemente para os sintomas cognitivos € nao-
cognitivos dos pacientes com a doenga (Bartus et al. 1982, Toyota et al. 2007). No
inicio, a perda de neurdnios ocorre no nucleo basal e cortex entorrinal, onde os
neurdnios colinérgicos sdo preferencialmente afetados. Com o progresso da doenga,
mais de 90% dos neurdnios colinérgicos do nucleo basal de Meynert sdo perdidos
(Davies & Maloney 1976). Corroborando essa hipdtese, estudos realizados em modelos
animais tém demonstrado que a perda da fungdo colinérgica nessas areas esta de fato
associada a declinios na capacidade de aprendizagem e memoria (Zarrindast et al. 2002,
Lindner et al. 2006). Redu¢des nas atividades das enzimas colina acetiltransferase
(ChAT) e acetilcolinesterase (AChE) podem ser observadas nos tecidos nervosos dos
pacientes com DA em estagios mais avangados (Perry et al. 1977, Strong et al. 1991).
Estas enzimas estdo envolvidas na sintese e degradagdo da acetilcolina (ACh),
respectivamente, e sua reducdo observada na DA sugere uma destrui¢do seletiva dos
neurdnios colinérgicos.

A hipotese colinérgica fornece a base racional para abordagem terapéutica atual
em pacientes com DA e deméncias relacionadas. Os ensaios clinicos atuais tém se

direcionado para drogas que melhorem os niveis de ACh no cérebro e assim, compensar

-8-



as perdas da funcao colinérgica, incluindo precursores de ACh, agonistas muscarinicos,
agonistas nicotinicos e inibidores de colinesterases. Dentre as estratégias citadas, a que
desempenhou os melhores resultados, embora discretos, foi o uso de inibidores da
enzima acetilcolinesterase (IAChE) (Francis et al. 2010, Francis et al. 2005).

Virias classes de anticolinesterasicos t€ém sido estudadas para o tratamento da
DA. Elas diferem no seu mecanismo de inibicao (reversivel, pseudo-irreversivel ou
irreversivel), metabolismo e seletividade cerebral. A fisiostigmina, um inibidor de curta
duracdo, foi uma das primeiras drogas que ofereceu resultados promissores. Tacrina
(THA ou tetrahidroaminoacridina) foi o primeiro farmaco sintético aprovado pelo FDA
(Food and Drug Administration) nos Estados Unidos para uso terapéutico em DA. A
tacrina tem efeito moderado, mas significativo, no alivio dos sintomas de DA de
intensidade leve e moderada, e parece exibir, além da inibi¢do da colinesterase, uma
variedade de outras propriedades farmacologicas (Summers et al. 1986). Entretanto, sua
aplicacdo ¢ limitada devido aos sérios efeitos adversos, que incluem distirbios
gastrointestinais e hepatotoxicidade, forcando os pacientes a descontinuarem o
tratamento (Knapp et al. 1994, Knopman et al. 1996). Donepezil (Aricept ®) inaugurou
uma nova geracdo de anticolinesterasicos com melhor seletividade para a AChE no
sistema nervoso central (SNC) quando comparado a tacrina. Esse composto tem meia
vida plasmatica de 70 horas e, ao contrario da tacrina, ndo esta associado a
hepatotoxicidade; no entanto, causa significativos efeitos adversos resultantes da
ativagdo do sistema colinérgico periférico (nduseas, vomitos e diarréia) (Mohs & Davis
1982, Wang et al. 2010). Desta geracdo mais recente, outros anticolinesterasicos
também estdo disponiveis, tais como a rivastigmina (Exelon ®) e a galantamina
(Reminyl ®) (Hansen et al. 2008, Birks 2006, Onor et al. 2007, Erkinjuntti et al. 2008).
Tacrina, donepezil e galantamina sdo inibidores reversiveis da AChE, sendo que a
galantamina, um composto natural e o farmaco mais recentemente aprovado pelo FDA,
tem servido de prototipo para desenvolvimento de novos farmacos anticolinesterasicos
(Michaelis 2003). Uma outra abordagem para terapia da DA, em estagios mais
avancados e severos, consiste na combina¢ao de um anticolinesterasico e memantina,
um antagonista ndo-competitivo de receptor NMDA, pois a excitotoxicidade
glutamatérgica mediada por receptores NMDA parece exercer um papel importante nos
processos de morte neuronal observados na DA assim como em outras condigdes
neurodegenerativas (Bleich et al. 2003, Hynd et al. 2004). Estas novas abordagens ¢

outros estudos que permitem investigar novos compostos capazes de melhorar o

-9-



funcionamento cognitivo com a minima producdo de efeitos adversos sdo de extrema

relevancia para terapéutica da DA.

1.3. Huperzina A

O resultado de varios estudos confirmando o efeito benéfico de algumas espécies
vegetais, tal como Panax ginseng e Gingko biloba, em ensaios bioldgicos relacionados
a doencas neurodegenerativas ou déficits cognitivos, acabou gerando interesse no
estudo de outras plantas com perfil semelhante (Lee et al. 2008, Yamaguchi et al. 1997,
Curtis-Prior et al. 1999, Zhong et al. 2000, Arushanian & Beier 2008). Neste contexto,
ndo ¢ surpreendente o interesse na medicina tradicional chinesa, com sua experiéncia
acumulada durante séculos, na procura por novas drogas nos tempos atuais. A
Huperzina A (HupA) é um bom exemplo desta linha de pesquisa (Zangara 2003). A
HupA ¢é um alcaloide extraido da planta chinesa Huperzia serrata, conhecida na
medicina popular chinesa como Qian Ceng Ta (“pagoda de mil camadas™) ou Jin Bu
Huan (“mais valioso que ouro”), usada tradicionalmente para tratar febre, inflamacao,
desordens hematologicas e esquizofrenia. A HupA foi isolada pela primeira vez e sua
estrutura quimica caracterizada no final dos anos 80 (Tang et al. 1986, Wang et al.
1986). Esta molécula pertence a classe dos alcaldides sesquiterpenos insaturados, com
uma metade piridinica e grupamento amino primdrio (férmula empirica C;sH;sN,O,
peso molecular 242). O isdmero (-) do alcaldide ¢ dez vezes mais potente do que sua
forma analoga (+). O modo de inibicao reversivel da AChE parece estar relacionado a
ligagdo da HupA com residuos aromadticos do sitio ativo da enzima, entre Tri 86 e Tir
337, como obtido por analise estrutural de raios-X e imagem por computador (Raves et

al. 1997).

NH,

Figura 1. A planta chinesa Huperzia serrata (Qian Ceng Ta) e a estrutura da Huperzina
A (Zhang et al. 2008).
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A HupA apresenta efeitos adversos minimos, sem hepatotoxicidade ou efeitos
colinérgicos periféricos significativos, tais como tonturas, nauseas, dores de cabega e
hipotensdo. Isto pode ser em parte explicado pela alta especificidade da HupA para
AChE quando comparada a BuChE (ICsy AChE = 0,082 uM e ICsy BuChE = 74,43 uM
em cortex e soro de rato, in vitro, respectivamente) e ao padrdo de inibigdo da AChE
tipo competitivo-misto (Wang et al. 1986, Cheng et al. 1996). Ainda, estudos in vivo
indicaram que a HupA possui alta biodisponibilidade oral e penetra a barreira
hematoencefalica mais facilmente do que os outros inibidores. O nivel méximo de
atividade anticolinesterasica em cortex de rato e cérebro total foi atingido em 30 e 60
minutos, respectivamente, ¢ se manteve durante 6 horas ap6s administracdo da HupA,
via oral (Tang et al. 1989, Tang et al. 1994, Wang & Tang 1998, Wang et al. 1988). A
HupA também demonstrou multiplos efeitos neuroprotetores, incluindo modificagdo no
processamento do peptideo [B-amildide, redu¢do do estresse oxidativo, protecdo
neuronal contra apoptose ¢ regulagdo da expressdo e secrecao do fator de crescimento
neuronal (Zhang & Tang 2006). Além disso, pesquisas sobre o mecanismo de inibi¢do
do receptor glutamatérgico mostraram que a HupA inibe receptores NMDA
reversivelmente de modo ndo-competitivo (Zhang & Hu 2001, Ved et al. 1997).
Considerando a excitotoxicidade glutamatérgica uma caracteristica implicada na
patogénese da DA, a atividade antagonista do receptor NMDA aliada a inibicdo da
AChE pela HupA pode reduzir o progresso da DA e melhorar os sintomas, tornando-se
assim, uma estratégia alternativa a combina¢do de donepezil ¢ memantina (Li et al.
2007). O fato da etiologia da DA envolver multiplos mecanismos torna a HupA uma
substancia relevante, pois anticolinesterasicos que possam atuar em multiplos alvos,
independentes do mecanismo colinérgico, parecem apresentar mais vantagens para

tratamento da doenca (Pepeu & Giovannini 2009).

1.4. Astrocitos e Doenca de Alzheimer (DA)

Células astrogliais, as quais residem tanto na substincia cinzenta quanto na
branca, sdo os principais elementos do sistema homeostatico cerebral, sendo
responsaveis por todos os aspectos de suporte metabdlico, nutricdo, controle do
ambiente i0nico e da agdo de neurotransmissores, regulacdo da barreira hemato-
encefalica e defesa do SNC (Giaume et al. 2007, Belanger & Magistretti 2009, Perea et

al. 2009). Além disso, os astrocitos estdo envolvidos em numerosas cascatas de
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sinalizag¢do, as quais incluem vias de receptores da membrana plasmatica e segundo
mensageiros intracelulares (Halassa et al. 2009, Fellin 2009, Condorelli et al. 1999,
Verkhratsky & Toescu 2006). Os astrocitos desempenham um papel muito importante
na resposta a injuria por mudangas nas atividades metabdlicas, na defesa antioxidante e
na secre¢do de fatores neurotroficos (Chen & Regan 2004, Hughes et al. 2010,
Abramov & Duchen 2005, Struzynska 2009). Entretanto, a contribuicao dos astrocitos
para a patofisiologia da DA e os mecanismos moleculares e de sinalizagao relacionados
ainda s3o muito pouco compreendidos.

Sabe-se que a sinalizagdo por ions calcio (Ca™) em astrocitos na forma de ondas
transitérias intra e intercelular desempenham um papel importante na comunicagao
bidirecional entre neurdnios e astrocitos (Pasti et al. 1997, Scemes & Giaume 2006,
Fellin 2009) e, potencialmente, modulam a atividade e sobrevivéncia neuronal (Parri et
al. 2001, Takano et al. 2006). Existem muitos trabalhos evidenciando que alteragdes na
regulagdo das concentragdes de Ca™ em astrocitos contribuem para a patofisiologia da
DA. A astrogliose reativa na DA caracterizada por uma upregulation da GFAP
(proteina fibrilar glial acida) e proteina S100B (Peskind et al. 2001, Pamplona et al.
2005) esta associada a producdao do peptideo P-amildide e a formagdo de neuritos
anormais que contribuem para o surgimento de placas neuriticas e emaranhados
neurofibrilares (Rodriguez et al. 2009, Casas et al. 2004). As conseqiiéncias
moleculares e celulares desta alteracio na concentragio do Ca'™ intracelular em
neurdnios na DA e seus efeitos sobre neurotoxicidade estdo bem documentadas
(LaFerla 2002). De fato, estudos recentes tém demonstrado que o peptideo AP sozinho e
em baixas concentragdes ¢ capaz de induzir diretamente ondas de calcio intracelular
transitorias e ondas intercelulares espontineas em astrocitos isolados de culturas
purificadas, levantando a possibilidade do efeito da exposicdo direta de AP sobre

astrocitos in vivo no encéfalo com DA (Chow et al. 2010).

1.4.1 Proteina S100B

A S100B ¢ uma proteina membro da familia S100 do tipo acidica com peso
molecular de 21 kDa, existente como um homodimero consistindo de duas subunidades
B. A S100B ¢é uma proteina ligante de Ca™ com 4 sitios de ligagdo para o Ca™
(Heizmann 1999, Isobe & Okuyama 1978), mais 4 sitios de ligacdo para o Cu™
(Nishikawa et al. 1997) e de 6 a 8 sitios de ligagdo ao Zn"* (Donato et al. 1991,
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Heizmann 1999, Schafer & Heizmann 1996, Zimmer et al. 1995). Tais sitios de ligagdo
influenciam a capacidade da proteina ligar-se ao Ca™.

Estudos indicam que a proteina S100B participa funcionalmente como um
regulador intracelular e um sinalizador extracelular (Donato et al. 2009). Dentro das
células, S100B age como estimulador da proliferacao e migragao celular (Donato 2001,
Heizmann 2002) bem como pode intervir na apoptose e na diferenciagdo celular (Arcuri
et al. 2005) por mecanismos que dependem do tipo celular, do contexto ¢ da condigdo
celular (Donato et al. 2009). Além disso, a SI00B regula a homeostase do Ca*?, interage
com muitas fun¢des imunoldgicas do SNC e influencia a integridade do citoesqueleto
(Rothermundt et al. 2003, Donato 2003).

A S100B pode ser secretada por diferentes tipos celulares e também ¢ liberada
por dano celular. Sua secre¢do ¢ estimulada por agonistas de receptor 5-HTja,
glutamato, adenosina e acido lisofosfatidico (Pinto et al. 2000, Whitaker-Azmitia et al.
1990). No SNC, esta proteina ¢ ativamente produzida e secretada por astrdcitos e exerce
efeitos regulatorios sobre a glia, neurénios e microglia de modo autdcrino e paracrino
(Adami et al. 2001). No meio extracelular, a SI00B pode exercer efeitos opostos sobre
neurdnios, dependendo de sua concentragdo; ou seja, concentragdes baixas de S100B
(nanomolar) resultam em efeitos troficos que promovem a sobrevivéncia celular
neuronal durante o desenvolvimento e, apés dano no SNC, estimulagdo de neuritos
(Huttunen et al. 2000) e prote¢ao de neuronios contra excitotoxicidade do glutamato
(Ahlemeyer et al. 2000, Kogel et al. 2004). Entretanto, concentragdes mais altas
(micromolar) promovem efeitos toxicos por induzir morte neuronal via apoptose (Van
Eldik & Wainwright 2003). A interacdo de S100B com o receptor RAGE (sigla do
inglés para “receptor para produtos finais de glicagdo avancada”) em células nervosas
tem sido implicada em ambos os efeitos, neurotrofico e neurotoxico (Huttunen et al.
2000).

Encéfalos de pacientes com DA contém niveis elevados de RNAm da S100B e
da propria proteina (Griffin et al. 1989, Marshak et al. 1992, Mrak et al. 1996, Sheng et
al. 1994). Além disso, uma associagdo progressiva da microglia superexpressando
interleucina 1-beta, assim como astrécitos superexpressando S100B em estdgios da
doenca com a presenca de emaranhados neurofibrilares, tém sido documentados (Sheng
et al. 1997). Estudos consideram que a ativagdo astrocitica ¢ a superexpressdo de S100B
estdo envolvidas na indugao e manutengao dos neuritos distroficos e depodsitos amiloide,

sugerindo o conceito de uma cascata mediada por citocinas gliais subjacente a
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progressdo das mudangas neuropatologicas na DA (Mrak et al. 1996, Griffin et al.
1994).

1.4.2 Proteina Acida Fibrilar Glial (GFAP)

A proteina acida fibrilar glial (GFAP, do inglés “glial fibrilar acid protein™) ¢ a
subunidade protéica de filamentos intermediarios do tipo III do citoesqueleto glial e ¢
expressa principalmente em astrocitos diferenciados no SNC (Rodnight et al. 1997,
Gomes et al. 1999).

Inicialmente, esta proteina foi isolada de lesdes cerebrais (placas) de pacientes
com esclerose multipla (Eng et al. 2000) sendo reconhecida e amplamente utilizada
como um marcador de astrdcitos e de tumores em linhagem astrocitica (Pekny & Pekna
2004).

Estruturalmente, a GFAP ¢ um polimero que consiste em uma regido amino-
terminal ndo-helicoidal altamente bésica, uma regido carbdxi-terminal nao-helicoidal
(responsavel pela ligacdao entre os monomeros) € uma regidao central formada por uma
extensa a-hélice, cuja seqiiéncia de aminoacidos ¢ conservada em relagdo a outras
proteinas filamentosas intermedidrias. Diferengas na estrutura destas proteinas sao
normalmente evidenciadas nos aminoacidos da regido amino-terminal (Alberts 2002).

Durante o desenvolvimento do SNC e na astrogliose reativa ocorre um aumento
na expressdo de GFAP (Gomes et al. 1999). De fato, no desenvolvimento glial in vivo
ocorre uma transi¢ao na expressdao dos genes de proteinas filamentosas intermediarias.
No inicio do desenvolvimento, a glia radial e astrécitos imaturos expressam
principalmente vimentina. Posteriormente, a vimentina € progressivamente substituida
pela GFAP em astrocitos diferenciados ou maduros (Wofchuk & Rodnight 1995). Em
cultura primadria de astrdcitos, entretanto, a vimentina coexiste com GFAP durante todo
o tempo de cultivo (Gottfried 1996). Apds dano ou trauma e em diversas patologias do
SNC, os astrocitos tornam-se reativos e respondem de maneira caracteristica,
denominada astrogliose reativa, a qual ¢ caracterizada por proliferagdo e hipertrofia
astrocitica, aumento na sintese de GFAP e outras transformacdes bioquimicas e
citologicas (Eng & Lee 1995). Estudos mostram algumas evidéncias da participagao
direta dos astrocitos na formagdo e evolugdo morfoldgica de placas amiloide da DA
(Nagele et al. 2004). Durante astrogliose reativa, os astrocitos sdo for¢ados a desistir de

suas atividades neuroprotetoras, ou seja, suas fungdes bioldgicas, tais como,
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tamponamento de ions potassio (K') e de glutamato do meio extracelular podem estar
prejudicadas, favorecendo a despolarizagdo neuronal, influxo excessivo de Ca™ e
conseqiiente dano excitotoxico neuronal (Hansson & Ronnback 2003). Nos estagios
iniciais da DA, os astrocitos reativos sdo bem visiveis na camada molecular do cortex
cerebral e também estdo muito proximos das placas amildides nas camadas subjacentes
das células piramidais (Wisniewski & Wegiel 1991). Embora a natureza da origem
dessa ativacdo astrocitica sob essas circunstancias seja desconhecida, estudos tém
mostrado que o tratamento com agregados amildides, proteina B-amildide ou a parte
central intacta da placa amildide isolada de encéfalos humanos com DA, podem
estimular a ativagdo de astrocitos in vitro (DeWitt et al. 1998) ¢ que, uma vez ativados,
estes astrocitos podem se ligar e, entdo, degradar AP, sugerindo uma funcao direta
destas células na degradacdo e remogdo de AP em encéfalos com DA (Nagele et al.
2003).

Estudos em culturas mistas com astrocitos € neurdnios tratados com o peptideo
B-amiloide (A 1.42) e seu fragmento toxico (AP s.35) provocaram aumentos esporadicos
e/ou oscilagdes de Ca™ citosdlico que perduraram por muitas horas (Abramov et al.
2003). Estas respostas foram observadas unicamente em astrocitos € ndo em neurdnios,
e foram geradas pelo influxo de Ca"™ do espago extracelular, aparentemente pelos canais
transmembrana formados pelas proteinas ApP. E relevante destacar que as flutuagdes de
Ca™ estdo de alguma forma relacionadas 4 morte neuronal, a qual ocorreu 24 h depois
do tratamento destas células com AP. De fato, a inibicio do influxo de Ca™ nesse
estudo, teve um efeito neuroprotetor (Abramov et al. 2003).

Tendo em vista a importancia farmacologica do alcaloide HupA, bem como a
participacdo de células astrogliais em aspectos importantes no que tange a
sintomatologia da DA, este trabalho visa investigar os efeitos da HupA em cultura
primaria de astrécitos e em fatias hipocampais sobre a secre¢do e conteudo intracelular
das proteinas S100B e GFAP. Além disso, iniciar um estudo que proponha uma
possivel modulagdo colinérgica sobre a secrecdo de S100B através do tratamento com

ATCh.
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2. Objetivo

Neste trabalho verificamos os efeitos da HupA, tacrina ¢ ATCh sobre a secre¢do
da proteina S100B em duas preparacdes: cultura priméria de astrocitos e fatias de

hipocampo.

2.1. Objetivos especificos

2.1.1. Analisar os efeitos de HupA, tacrina e ATCh sobre a secre¢ao de S100B
em cultura priméaria de astrocitos, durante 1 e 24 h;

2.1.2. Analisar os efeitos de HupA, tacrina e ATCh sobre a secrecao de S100B
em fatias de hipocampo durante 1 h;

2.1.3. Medir o conteudo intracelular das proteinas S100B ¢ GFAP em astrocitos,
tratados com HupA, tacrina e ATCh durante 24 h.

2.1.4. Avaliar morte e viabilidade celular nas duas preparacdes tratadas com

HupA, tacrina e ATCh.
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3. Metodologia

3.1. Cultura Primaria de Astrocitos

Culturas primdrias de astrdcitos corticais de ratos Wistar foram preparadas com
descrito previamente (Gottfried et al. 1999). Brevemente, cortices de ratos Wistar
recém-nascidos (1-2 dias de idade) foram removidos e mecanicamente dissociados em
uma solucdo salina tamponada e livre de Ca®" ¢ Mg*™ (HBSS), pH 7.4, contendo (em
mM): 137 NacCl; 5,36 KCI; 7,9 NaHCO3; 0,27 Na2HPO4; 1,1 KH2PO4 ¢ 6,1 glicose.
Do cortex retira-se as meninges e em seguida o cortex ¢ mecanicamente dissociado por
passagens seqiienciais através de uma pipeta Pasteur. Apos centrifugacdo a 1000 rpm
por 5 min, o pellet foi ressuspendido em DMEM (pH 7,6) suplementado com 8,39 mM
HEPES, 23,8 mM NaHCO3, 0,1% fungizona, 0,032% garamicina e 10% de soro fetal
bovino (SFB). As culturas foram mantidas em DMEM contendo 10% de SFB em 5%
C0O2/95% de ar a 37 °C, em placas de 24 pogos previamente cobertas com poli-L-lisina,
e permitido o crescimento até a confluéncia, quando puderam ser usadas (cerca de 15

dias in vitro).

3.2. Preparagdo das Fatias Hipocampais

As fatias hipocampais foram preparadas conforme descrito previamente
(Buyukuysal 2005). Foram usados ratos Wistar machos (30 dias de idade) obtidos do
Biotério no Departamento de Bioquimica — UFRGS, mantidos sobre controle de luz e
condi¢des ambientais (12 h/12 h ciclo claro/escuro a uma temperatura constante de 22 +
1°C) e com livre acesso a comida e bebida. Os animais foram mortos por decapita¢io, o
encéfalo removido e colocado em uma solucdo salina resfriada com a seguinte
composicao (em mM): 120 NaCl; 2 KCI; 1 CaCl2; 1 MgSO4; 25 HEPES; 1 KH2PO4 e
10 glicose, para o pH 7,4. Os hipocampos foram dissecados e fatias transversas de 0,3
mm foram obtidas utilizando um aparelho, Mcllwain Tissue Chopper®. As fatias foram
transferidas imediatamente a placas de cultura de 24 pogos. Cada poco continha 0,3 mL
da solucdo salina e somente uma fatia. Para estabilizar as fatias, o meio foi trocado a
cada 15 min com meio salina fresco a temperatura ambiente (mantida a 25° C) durante

120 min.
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3.3. Tratamento Farmacolégico

Os astrocitos foram incubados por 1 € 24 h em DMEM (pH 7,4) sem soro na
auséncia ou presenca de HupA nas concentragdes 0,1, 1, 10 e 100 uM; tacrina 10 e 100
uM e ATCh 10 e 100 pM. Depois o meio € coletado e estocado a -20 °C para andlise
posterior. As fatias hipocampais foram tratadas apds os 120 min de estabilizagdo, por 1
h a 30 °C na auséncia ou presenca de HupA 0,1, 1, 10 e 100 uM; tacrina 10 € 100 uM e
ATCh 10 e 100 uM. Apos este periodo coleta-se uma aliquota do meio que ¢ estocado a

-20°C.

3.4. Determinacao de Dano Celular

Apds o periodo de tratamento, tanto cultura de astrocitos (24 h de incubagdo)
como fatias hipocampais (1 h de incubagdo) foram avaliadas quanto a morte e
viabilidade celular.

A morte celular procede com monitoramento da vazdo da enzima citosolica
lactato desidrogenase (LDH) para o meio de incubagdo. A atividade extracelular da
LDH foi determinada por um kit colorimétrico comercial (Doles, Brasil), de acordo com
as instrucoes do fabricante.

A viabilidade celular foi analisada segundo dois ensaios: o primeiro conforme
metodologia do vermelho neutro, que foi adicionado ao meio de incubacao por 30 min.
Apos, o meio foi totalmente removido e cada pogo foi lavado duas vezes com 0,3 ml de
tampao PBS durante 5 min sob agitagdo leve. Em seguida, adicionou-se 0,3 ml de
solucdo extratora (acido acético), agitou-se vigorosamente até homogeneizar. Ao final
transferiu-se 0,2 ml do meio a uma placa de 96 pogos e a leitura foi realizada em
espectrofotometro a 560 nm. O segundo ensaio consistia na avaliagcdo das células quanto
a capacidade da succinato desidrogenase mitocondrial em reduzir MTT sal (3-[4,5-
dimetiltiazol-2-yl]-2,5 difeniltetrazolium bromide) a MTT formazan (Hansen et al.
1989). O corante foi incubado durante 30 min a 30° C, entdo o meio foi retirado e
adicionou-se solucdo de DMSO 100%. As placas ficaram sob agitagdo por cerca de 30
min ou mais. Finalmente, transferiu-se 0,2 ml para placa de 96 pocos e a leitura foi
realizada a 540 e 620 nm. Os resultados foram expressos como uma porcentagem do

controle.
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3.5. Secrecao e Imunocontetido Celular de S100B

A concentracao de S100B foi determinada na aliquota do meio de cultivo dos
astrocitos a 1 e 24 h e na aliquota do meio de incubagdo de fatias hipocampais a 1 h. O
conteudo intracelular de S100B foi analisado em astrdcitos apds 24 h, através da lise
celular em uma solu¢ao de PBS que continha 1 mM de EGTA ¢ 1 mM de PMSF. O
ensaio por ELISA para S100B foi realizado como descrito previamente (Leite et al.
2008). Resumidamente, 50 uL de amostra mais 50 uL de Tampdo Tris-Ca™ foram
incubados por 2 h sobre a placa previamente coberta com anticorpo anti-S100B
monoclonal. O anticorpo anti-S100 policlonal foi incubado por 30 min seguido de um
anticorpo anti-IGg conjugado a peroxidase por mais 30 min. A rea¢ao de cor com o-
phenylenediamina (OPD) foi medida a 492 nm. A curva padrao para S100B variou de
0,001 a 1 ng/mL.

3.6. Imunocontetildo de GFAP

O ensaio por ELISA para GFAP foi realizado a partir da cobertura da placa com
100 mL das amostras contendo 200 ng de proteina, overnight a 4° C. A incubagdo com
anticorpo policlonal anti-GFAP por 2 h foi seguida de incubagdo com um anticorpo
secundario conjugado a peroxidase por 1 h, a temperatura ambiente. A reagdo de cor

com OPD foi medida a 492 nm. A curva padrao de GFAP variou de 0,1 a 10 ng/mL.

3.7. Outras Medidas

O conteudo de proteina foi medido pelo método de Lowry usando albumina

bovina como padrao (Peterson 1977).

3.9. Analise Estatistica

Os dados destes experimentos sdo apresentados como a média da porcentagem =+
erro padrdo e analisados estatisticamente por ANOVA de uma via, seguida de Dunnet

para curva de concentragao da HupA e ANOVA de uma via, seguida de Duncan para os

demais experimentos, considerando P < 0,05.
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4. Resultados

4.1. Perfil da secre¢do de S100B em cultura primaria de astrécitos e fatias

hipocampais tratadas com HupA (0,1 a 100 pM)

Dentre as concentracdes testadas, apenas HupA na concentracdo de 100 uM
mostrou efeito significativo quanto a secre¢do de S100B comparada ao veiculo (HCI 1
mM) por 1 h de tratamento. Para essa concentragao de HupA, observamos um aumento
na secrecao de S100B em culturas de astrocitos (Figura 2), enquanto houve reducao
significativa da secre¢do em fatias hipocampais (Figura 3). E importante notar que
HupA a 100 uM, em 1 h, ndo compromete a viabilidade celular (dados ndo mostrados).
Em todos os pardmetros analisados, os resultados obtidos com veiculo da HupA (HCI a
ImM) ndo foram diferentes daqueles obtidos em condi¢des basais sem HCI (dados ndo

mostrados).

1

250,0

200,0

150,0 -

100,0 I/E\\i/

50,0 -

Secregdo de S100B (%)

0,0 «
Veiculo 0,1 yM 1uM 10 uM 100puM

Figura 2. Efeito de veiculo ¢ HupA (0,1 — 100 uM) sobre a secre¢do de S100B em
cultura primdria de astrocitos durante 1 h de tratamento. A secrecdo basal (considerada
100%) estd representada pela linha continua. Os dados representam a média da
porcentagem = EP de 6 experimentos independentes cada qual em triplicata;

ANOVA/Dunnet P < 0,05. *=P < 0,05 em relagdo ao veiculo.
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Figura 3. Efeito de veiculo ¢ HupA (0,1 — 100 uM) sobre a secrecdo de S100B em
fatias de hipocampo durante 1 h de tratamento. A secrecdo basal (considerada 100%)
esta representada pela linha continua. Os dados representam a média da porcentagem +
EP de 9 a 14 experimentos independentes cada qual em triplicata; ANOVA/Dunnet P <

0,05. *=P < 0,05 em relagao ao veiculo.
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4.2. Os tratamentos avaliados ndo causaram morte nem alteraram a viabilidade
celular

Em culturas primarias de astrocitos ¢ possivel observar um aumento
significativo quanto a reducdo do corante MTT (Tabela 1). Apesar deste ensaio avaliar a
atividade de oxirredugdo da mitocondria, ndo se pode dizer com certeza que este

aumento ¢é resultado de uma melhora na atividade metabodlica mitocondrial.

Tabela 1. Efeitos da HupA, tacrina e ATCh sobre parametros bioquimicos de

viabilidade e morte celular em culturas primarias de astrécitos

Vermelho neutro Reducdao do MTT LDH extracelular

(% do basal) (% do basal) (% do basal)
HupA 10 uM 100+7,7 141,6 £10,7* 114,2+9.3
HupA 100 pM 110,3+9,5 148,6 £ 11,8* 105,8 + 7,0
Tacrina 10 uM n.d. n.d. 106,5 £ 8,5
Tacrina 100 uM n.d. n.d. 109,1 £4,5
ATCh 10 uyM n.d. n.d. 97,9+72
ATCh 100 uM n.d. n.d. 90,2 £8,3

Tabela 2. Efeitos da HupA, tacrina e ATCh sobre parametros bioquimicos de

viabilidade e morte celular em fatias hipocampais

Vermelho neutro Redugdo do MTT LDH extracelular

(% do basal) (% do basal) (% do basal)
HupA 10 uM 1192+1,3 86,9 + 16,5 99,0 + 6,0
HupA 100 uM 123,1£4,8 109,8+4,2 94,1+£9,3
Tacrina 10 pM n.d. 101,7+£4,2 99,5+17,5
Tacrina 100 uM n.d. 103,9+ 3,7 100,5+ 4,3
ATCh 10 uyM n.d. 104,6 5,6 94,5+7,3
ATCh 100 uM n.d. 98,8 + 5,8 106,9+ 7.5

Cultura primadria de astrécitos (Tabela 1) e fatias hipocampais (Tabela 2) foram expostas
a HupA, tacrina e ATCh (10 e 100 uM) durante 24 h e 1h, respectivamente. Os valores
foram expressos como porcentagem do basal, considerado 100%. Os dados representam
as médias da porcentagem + EP de 3 a 6 experimentos independentes, cada qual em
triplicata. Teste-t de Student para P < 0,05. * = P < 0,05 vs basal; n.d. (ndo

determinado).



4.3. HupA e ATCh 100 uM aumentaram a secrecdo de S100B apds 1 h de
tratamento em cultura Primaria de astrécitos, bem como reduziram a secre¢ao em fatias

de hipocampo.

Interessantemente, ATCh na concentragao de 100 uM comportou-se de modo
semelhante a HupA a 100 uM apos 1h de incubacdo em cultura primdria de astrocitos.
Ambos os tratamentos aumentaram a secre¢cdo de S100B quando comparadas a secrecao
basal e foram significativamente diferentes de suas concentragdes a 10 pM. Por outro
lado, em fatias hipocampais, observamos que HupA a 100 pM, tacrina a 10 uM e ATCh
a 100 puM reduziram a secre¢do de S100B, em 1 h. De fato, apenas ATCh na

concentracao de 10 uM aumentou a secrecao da S100B.
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Figura 4. Efeito da HupA, tacrina ¢ ATCh (10 e 100 uM) sobre a secre¢do de S100B
em cultura primaria de astrocitos durante 1 h de incubacdo. A secre¢do basal
(considerada 100%) ¢ representada pela linha continua. Os dados representam a média
da porcentagem + EP de 4 a 10 experimentos independentes cada qual em triplicata;

ANOVA/Duncan P <0,05. * =P < 0,05 comparado a linha basal.
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Figura 5. Efeito da HupA, tacrina e ATCh (10 ¢ 100 uM), sobre secregdo de S100B em
fatias hipocampais durante 1 h. A secre¢do basal (considerada 100%) ¢ representada
pela linha continua. Os dados representam a média da porcentagem = EP de 4 a 13
experimentos independentes cada qual em triplicata; ANOVA/Duncan P <0,05. * =P <

0,05 comparado a linha basal.
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4.4. Quanto a secre¢ao e expressao de S100B e GFAP em astrocitos

Ap6s 24 h de tratamento, a secre¢do de SI00B em cultura de astrdcitos parece
estabilizar-se. Apesar do efeito de tacrina a 10 uM aparentemente reduzir a secrecdo de
S100B, este dado nao foi significativo (P = 0,149). Ainda apds 24 h observamos que
apenas tacrina a 100 pM causou efeito, reduzindo o conteudo intracelular de S100B.

Nenhum dos compostos alterou o conteudo de GFAP em astrocitos, apds 24 h de

incubagao.
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Figura 6. Efeito da HupA, tacrina e ATCh (10 ¢ 100 uM), sobre secre¢do de S100B em
cultura primaria de astrécitos durante 24 h. A secre¢do basal (considerada 100%) ¢
representada pela linha continua. Os dados representam a média da porcentagem + EP

de 5 a 11 experimentos independentes cada qual em triplicata; ANOVA/Duncan para P
<0,05.
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Figura 7. Efeito da HupA, tacrina e ATCh (10 ¢ 100 uM), sobre contetido de S100B em
cultura priméria de astrocitos, durante 24 h. A secre¢dao basal (considerada 100%) ¢
representada pela linha continua. Os dados representam a média da porcentagem + EP
de 5 a 11 experimentos independentes cada qual em triplicata; ANOVA/Duncan para P

<0,05. * =P < 0,05 comparado a linha basal.
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Figura 8. Efeito da HupA, tacrina e ATCh (10 ¢ 100 uM), sobre contetdo de GFAP em
cultura primaria de astrécitos durante 24 h. A secre¢do basal (considerada 100%) ¢
representada pela linha continua. Os dados representam a média da porcentagem + EP
de 5 a 11 experimentos independentes cada qual em triplicata; ANOVA/Duncan para P

<0,05.
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5. Discussao

5.1 A HupA em concentracdo de 100 uM afeta a secrecdo de S100B em cultura

priméria de astrécitos e fatias de hipocampo de maneira diferente

Este trabalho mostrou pela primeira vez os efeitos do alcaldoide HupA sobre a
secrecdo da proteina SI00B em cultura primaria de astrocitos e fatias de hipocampo. A
HupA ja foi testada em outro modelos bioldgicos in vitro, em estudos com diferentes
abordagens. Grande parte destes estudos foram desenvolvidos em culturas de linhagens
neuronais tais como células feocromocitoma PC12 (Xiao et al. 1999, Wang et al. 2001),
neuroblastoma NG108-15 (Zhang et al. 2002a), células SK-N-SH (Peng et al. 2007) e
c¢lulas SHSYSY (Tang et al. 2005b), entre outras. Apenas um trabalho relacionou os
efeitos da HupA em cultura primaria de astrocitos, relacionando seu efeito sobre a
secre¢do do fator de crescimento neuronal (NGF, do inglés “neuronal growth factor”).
Neste trabalho, a HupA aumentou tanto a proteina quanto o RNAm do NGF (Tang et al.
2005a).

Apesar de sua func¢do basica como inibidores de AChE, estudos vém mostrando
efeitos alternativos desses farmacos os quais nao estdo necessariamente relacionados
com o mecanismo colinérgico (Pepeu & Giovannini 2009). Células astrogliais
apresentam a maquinaria colinérgica diferente da neuronal, particularmente com relagao
aos subtipos de receptores (nicotinicos e muscarinicos) (Xiu et al. 2005, Shelton &
McCarthy 2000, Guizzetti et al. 2008) e possiveis isoformas da AChE, as quais ndo
apresenta atividade catalitica relevante mesmo se comparada a outros tipos celulares
ndo-neuronais (Thullbery et al. 2005).

O efeito da HupA a 100 uM mostrou aumento da secrecdo da proteina S100B
em cultura primaria de astrocitos e redugdo em fatias hipocampais durante tratamento
por 1 h em relacdo a concentracdo basal. Porém, ndo se sabe se este efeito nestas
preparagdes ¢ dependente de sua atividade anticolinesterasica. Possivelmente nao, ja
que a tacrina na mesma concentragdo € por também apresentar uma atividade
anticolinesterasica ndo estimulou a secrecdo de S100B. A diferenga no perfil de
secrecdo de S100B nestas duas preparacdes ja foi observada em outros trabalhos
desenvolvidos no nosso grupo com lipopolissacarideo (LPS) (Guerra M.C., Dissertagao
de Mestrado) e endotelina-1 (Leite et al. 2009).

E importante destacar que essa alta concentragio da HupA em 1 h nio
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compromete a viabilidade celular e ja foi testada anteriormente em outros trabalhos,
destacando seu efeito neuroprotetor nos quais provou inibir de modo dose-dependente a
producdo de 6xido nitrico (NO) (Zhao & Li 1999) e também protegeu células neuronais

da toxicidade induzida por glutamato (Wang et al. 1999, Zhang et al. 2002b).

5.2 Acetiltiocolina (ATCh) aumenta a secrecéo de S100B

Curiosamente, a ATCh usada como substrato para medir a atividade da AChE
foi capaz de causar a secrecdo de S100B em cultura de astrécitos de maneira similar a
HupA. Este dado mostra pela primeira vez que a ativagao colinérgica pode causar um
aumento da secrecdo de SI100B diferentemente da ativagdo por receptores
serotoninérgicos (Tramontina et al. 2008) ou da estimulag¢@o com altas concentragdes de
glutamato que leva a reducdo da secre¢do de S100B (Goncalves et al. 2002). No
entanto, esta possibilidade merece ser mais investigada com acetilcolina (ACh) e
detalhada com agonistas e antagonistas especificos em trabalhos futuros.

O efeito da ATCh poderia envolver ambos receptores cuja transdugdo envolva
aumento do AMPc ou mobilizagdo do calcio intracelular apontados como mecanismos
envolvidos na secre¢do de S100B (Davey et al. 2001, Pinto et al. 2000). A mobilizagdo
colinérgica de Ca®" citoplasmatico, tanto muscarinica quanto nicotinica, tem sido

observada em astrocitos (Xiu et al. 2005, Pap et al. 2009).

5.4 A diferenga entre secre¢do e expressdo de S100B em astrocitos

Apods 24 h de tratamento, as culturas de astrocitos foram analisadas quanto a
secrecdo e expressao de S100B sob acdo de HupA, ATCh e tacrina, nas concentragdes
de a 10 e 100 pM. E valido notar que apos este periodo de tratamento nio detectamos
efeito relevante na secrecdo com nenhum dos compostos testados. Todavia, tacrina na
concentracdo de 100 uM reduziu o conteudo intracelular de S100B. Este efeito ndo foi
observado com HupA e ATCh. O significado funcional deste achado com tacrina
merece mais investigagdo. Cabe enfatizar que um composto denominado 4acido
arundico, o qual reduz a expressdo de S100B também tem sido proposto como
neuroprotetor do SNC (Asano et al. 2005).

Outro aspecto interessante a ser destacado ¢ de que as mudancas na secre¢do de

S100B com HupA e ATCh ndo foram acompanhadas de mudancas no contetido
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intracelular de S100B e ainda, a mudanga de contetdo da S100B com tacrina ndo seguiu
a mudanga na secre¢do. Estes dados reforcam a idéia de que a variacdo do conteudo
intracelular e a secre¢do de S100B ndo estejam necessariamente associados (Leite et al.

2006, Nardin et al. 2007, Goncalves et al. 2008).

5.5 HupA, ATCh e tacrina ndo provocaram mudanca no contetdo de GFAP

A GFAP ¢ comumente usada como marcador de astrogliose e/ou ativacao
astroglial (Jesse et al. 2009, Tilleux et al. 2007, Wharton et al. 2009). Culturas
primarias de astrocitos tratadas com HupA, ATCh e tacrina por 24 h ndo mostraram
mudangas no conteudo de GFAP, indicando que a ativacao glial ndo esta ocorrendo. No
entanto, tem sido observado que muitos outros marcadores especificos da atividade
astroglial, como por exemplo a captagdo de glutamato ou a sintese de glutationa, podem
também indicar uma resposta glial e ndo necessariamente precisam estar acompanhado
de uma mudang¢a no conteido de GFAP (Liberto et al. 2004). Portanto, outros
parametros poderdo nos dizer se houve ou ndo uma ativacdo ou resposta glial. Cabe
mencionar que a secrecdo de S100B claramente pode indicar esta resposta ou ativagao
deste tipo celular. Além disso, ¢ importante mencionar que preliminarmente
observamos uma aumento da capta¢do de glutamato com HupA em fatias hipocampais

(dados ndo mostrados).

5.6 As concentracdes usadas ndo causaram morte nem alteraram a viabilidade
celular

Dois procedimentos foram usados para avaliar a integridade e viabilidade das
preparacdes. A medida de LDH ¢ comumente usada como marcador de integridade
celular justamente por ser uma proteina de alto peso molecular e sua saida ao meio
extracelular depende de uma perda na integridade de membrana. De fato, nas
concentracdoes usadas com HupA, tacrina e ATCh, nao observamos mudanca na
integridade. Além disso, o ensaio de reducdo do MTT usado como marcador de
viabilidade celular mostrou que ambas as preparacdes ndao eram afetadas pelos

compostos testados.
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6. Conclusodes

Os dados deste trabalho indicam que a HupA modula a secre¢ao de S100B e
permite especular que talvez isto esteja envolvido em um possivel mecanismo
neuroprotetor deste composto. A secrecado de S100B avaliada nas duas preparagdes
(cultura priméaria de astrocitos e fatias de hipocampo) mostrou adequada integridade e
viabilidade celular. Além disso, os dados evidenciam, pela primeira vez, a possibilidade

de modulac¢ao colinérgica na secrecdo de S100B.
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7. Perspectivas

Este trabalho abre oportunidade para muitas perspectivas. As mais imediatas

seriam:

e detalhar o efeito de agonistas e antagonistas colinérgicos sobre a secre¢do S100B
nas preparagoes estudadas;
e realizar captacdo de glutamato e quantificacdo de glutationa reduzida (GSH)

como medida da ativacao astroglial.
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