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O Milagre da Vida
(Albert Einstein)

Pode ser que um dia deixemos de nos falar...
Mas, enquanto houver amizade,

Faremos as pazes de novo.

Pode ser que um dia o tempo passe...

Mas, se a amizade permanecer,

Um de outro se ha-de lembrar.

Pode ser que um dia nos afastemos...
Mas, se formos amigos de verdade,
A amizade nos reaproximara.

Pode ser que um dia ndo mais existamos...
Mas, se ainda sobrar amizade,
Nasceremos de novo, um para o outro.

Pode ser que um dia tudo acabe...

Mas, com a amizade construiremos tudo novamente,
Cada vez de forma diferente.

Sendo unico e inesquecivel cada momento

Que juntos viveremos e nos lembraremos para sempre.

Ha duas formas para viver a sua vida:
Uma é acreditar que ndo existe milagre.
A outra é acreditar que todas as coisas sdo um milagre.
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RESUMO

A S100B é uma proteina ligante de calcio produzida e secretada por astrécitos e
tem sido relacionada a interacdo neurbnio-glia. Nosso primeiro objetivo foi
investigar um possivel efeito autécrino da S100B na captagcéo de glutamato. A
utilizacdo do anticorpo anti-S100B reduziu a captagdo de glutamato apds 30
minutos de incubagéo, sem afetar a integridade e viabilidade celular. Além disso,
baixas concentragbes de S100B (menos de 0,1 ng/mL) estimularam a captagao
de glutamato avaliada imediatamente apds a troca de meio. Este dado reforga a
importancia dos astrocitos na transmissdo glutamatérgica, particularmente, a
funcdo da S100B na neuroprotecdo contra dano excitotéxico. De fato, a S100B
extracelular protege os neurbnios quanto ao dano excitotoxico, enquanto
concentragbes toxicas de glutamato tém demonstrado reduzir a secrecdo de
S100B em astrécitos e fatias cerebrais, por mecanismos desconhecidos. Nosso
segundo objetivo foi investigar os mecanismos possivelmente envolvidos neste
efeito em cultura primaria de astrocitos hipocampais utilizando agonistas
glutamatérgicos e inibidores da captacdo de glutamato. Nossos resultados
sugerem que a secregao de S100B esta inversamente ligada a captagcédo de
glutamato. Além disso, a secregcdo da S100B parece ser estimulada por
serotonina e estudos clinicos tém sugerido que a elevagdo da S100B esta
positivamente relacionada a resposta terapéutica dos antidepressivos,
particularmente, os inibidores da recaptacao da serotonina. Desta forma, nosso
terceiro objetivo foi medir a secrecdo da S100B em culturas de astrdcitos
expostas a fluoxetina. N6s observamos um significativo aumento da secregao da
S100B pela fluoxetina, efeito aparentemente dependente de PKA. Este dado
reforca a importéncia da fluoxetina, independente da serotonina e receptores
serotoninérgicos, para a atividade antidepressiva, bem como a fung¢ao putativa da
S100B nas doencas depressivas. Em paralelo, a padronizacdo de uma técnica de
ELISA para GFAP (a principal proteina marcadora de astrécitos), nds observamos
que a fosforilagdo in vitro da GFAP purificada ou de amostras biolégicas com
PKA, indicam que a fosforilagdo aumenta o reconhecimento pelo anticorpo
policlonal anti GFAP da DAKO. Estes resultados favorecem o entendimento de
rapidas alteragdes na imunoreatividade da GFAP.



ABSTRACT

S100B is a calcium-binding protein expressed and secreted by astrocytes, which
has been implicated in glial-neuronal communication. Our first aim was to
investigate a possible autocrine role of S100B in glutamate uptake activity.
Antibody anti-S100B addition decreased glutamate uptake measured 30 min after
medium replacement, without affect cell integrity or viability. Moreover, low levels
of S100B (less than 0.1 ng/mL) stimulated glutamate uptake measured
immediately after medium replacement. This finding reinforces the importance of
astrocytes in the glutamatergic transmission, particularly the role of S100B
neuroprotection against excitotoxic damage. In fact, extracellular S100B protects
hippocampal neurons from excitotoxic damage, whilst toxic levels of glutamate to
neurons have been shown to reduce S100B secretion in astrocytes and brain
slices, by unknown mechanisms. Our second aim was to investigate which
mechanisms are possibly involved in this effect in primary cultures of hippocampal
astrocytes using glutamate agonists and glutamate uptake inhibitors. Our findings
suggest that S100B secretion is inversely coupled to glutamate uptake. Moreover,
S100B secretion appears to be stimulated by serotonin and clinical studies have
suggested that serum elevation of S100B is positively correlated with therapeutic
antidepressant response, particularly selective serotonin reuptake inhibitors. Our
third aim was to measure S100B secretion is astrocyte cultures exposed to
fluoxetine. We observed a significant increment of S100B release by fluoxetine,
apparently dependent on PKA. These data reinforce the importance of fluoxetine,
independent of serotonin and serotonin receptors, for antidepressant activity, as
well as the putative role of S100B in depressive disorders. In parallel,
standardizing an ELISA for GFAP (the main protein marker for mature astrocytes)
we found that in vitro phosphorylation of purified GFAP or biological samples with
PKA indicate that GFAP phosphorylation improves the recognition by the
polyclonal antibody anti-GFAP from DAKO. These results provide support to the
understanding of fast changes in the GFAP-immunoreactivity.
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INTRODUCAO

1. A constituigao celular do Sistema Nervoso Central (SNC)

Elucidar os mecanismos bioquimicos que modulam nosso comportamento,
memoria e aprendizado sempre representou um desafio para os cientistas, ndo sé
pela sua complexidade, mas pela importancia que representa. Cada vez mais,
busca-se explicar as bases biolégicas do funcionamento do SNC, para que com
isso, se possa explicar desordens e patologias que atingem este sistema. Os
avangos tecnologicos mais recentes tém contribuido muito no sentido de
esclarecer estas questdes. Entretanto, o uso de modelos experimentais para
estudar processos neurais tanto em nivel celular quanto molecular, ainda nos
impde barreiras entre 0 que observamos in vitro e 0 que realmente ocorre neste
tecido. O desenvolvimento de novas técnicas de estudos (cultura de células ou
cultura organotipica, por exemplo) tem contribuido muito para o avango das
pesquisas na area das neurociéncias.

O SNC é composto por células neuronais e gliais. Apesar de
desempenharem diferentes papéis, € a sua integragdo harménica que determina
o pleno funcionamento neural. Os neurdnios, por sua vez, foram durante muito
tempo, vistos como as unidades funcionais de maior importancia do cérebro.
Evidéncias de que as células gliais desempenham importante papel no
funcionamento neuronal sustentam a idéia de que a interagdo neurénio-glia € um
elemento fundamental no entendimento da dinamica do SNC (Corvalan et al,

1990).
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1.1 Neuronios

A passagem de correntes idnicas através de canais na sua membrana
torna o neurbnio capaz de gerar e transmitir sinais elétricos, dividindo esta
propriedade somente com células musculares e de algumas células enddcrinas.
Outra caracteristica importante e que o distingue das demais células do
organismo é que apods o nascimento, o neurdnio perde a capacidade mitotica.

Quanto a estrutura, o neurénio possui um corpo, também chamado soma,
que é o centro metabdlico da célula. A ele conectam-se prolongamentos aferentes
e eferentes. Os aferentes, uma extensa arvore de finos processos denominados
dendritos, sdo responsaveis pela recepgao de sinais elétricos e quimicos de
outras células. O axdnio, longo prolongamento eferente do soma neuronal, &
considerado a unidade condutora do neurénio. E através dele que moléculas
produzidas no soma migram até o terminal pré-sinaptico, local onde a transmissao
do impulso elétrico ocorre para a(s) célula(s) adjacente(s).

O sistema nervoso central estda organizado no que diz respeito a
localizagdo de corpos celulares neuronais e seus prolongamentos, de maneira a
determinar a distingdo entre uma substancia tecidual cinzenta e outra branca,
respectivamente. A substancia branca praticamente ndo contém corpos celulares
de neurdnios, sendo constituida basicamente por seus prolongamentos envoltos
por células gliais — astrocitos e oligodendrdcitos - onde ha alta concentragdo de
mielina (responsavel pela cor branca). Por sua vez, a substéncia cinzenta é
formada principalmente de somas neuronais, embora também contenha
prolongamentos aferentes de neurdnios e algumas células gliais (Kierszenbaum,

2004).

12



1.2 Células gliais

As células da glia sao divididas em dois grupos principais: a microglia e a
macroglia, esta, composta por astrécitos e oligodendrdcitos. As células gliais se
diferenciam dos neurénios devido a sua incapacidade de gerar potencial de ag&o
e a habilidade de dividir-se ao longo da vida (Raine, 1999).

Compondo cerca de 5 a 20% do volume cerebral, as células microgliais séo
consideradas como os macrofagos do SNC por causa da sua mobilidade. Por sua
vez, os oligodendrocitos sdo as células responsaveis pela mielinizagdo dos
neurénios no SNC (Streit, 1995).

Na década de 50, estudos realizados em astrocitos demonstraram que
estas células proporcionam, além de suporte estrutural, suporte metabdlico aos
neurdnios, principalmente no metabolismo de neurotransmissores, como
glutamato e GABA. Também participam do tamponamento de ions K e no
metabolismo energético, regulando a quantidade de glicose cerebral (Kimelberg e
Norenberg, 1989).

Na década de 70, quando receptores [(-adrenérgicos foram descobertos
em astrdocitos, a imagem de que as células gliais apenas exerciam a fungédo de
suporte mecanico e metabdlico foi modificada. Isso mostrou que estas células,
apesar de nao serem excitaveis, podem responder a mudancas do meio
extracelular (Kimelberg e Norenberg, 1989; Laming et al, 2000), contribuindo

assim para a plasticidade neural.
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1.2.1 Astrécitos

S&o0 as células gliais mais abundantes e com a maior diversidade funcional
no cérebro, além de uma capacidade altamente dindmica de alterar seu fenétipo
(plasticidade) no decorrer da vida (Shao e McCarthy, 1994). Recebem esta
denominagéo devido ao seu formato estrelar. No tecido, podem ser classificados
em dois subtipos principais: astrocitos fibrosos (encontram-se principalmente
distribuidos na substéncia branca do cérebro) e astrocitos protoplasmaticos (mais
numerosos na substancia cinzenta onde circundam o corpo neuronal, dendritos e
sinapses). E observada também, embora em casos raros, a presenca de formas
intermediarias entre estes dois subtipos, os chamados astrocitos mistos. Eles
ocorrem na interface entre as substancias branca e a cinzenta (Raine, 1999).

Tanto astrdcitos fibrosos como protoplasmaticos tém contato com capilares
sanguineos e neurdnios, sendo que em cultura recebem a classificagdo de
astrocito tipo 2 e 1, respectivamente (Kimelberg e Norenberg, 1989). As culturas
primarias utilizadas em nosso laboratério sdo do tipo 1, apresentando formato
achatado e poligonal, expressam GFAP e, diferentemente de astrocitos tipo 2,
nao possuem antigenicidade para marcador de gangliosideo de superficie
conhecido como A2B5 (Raff et al, 1983).

Algumas estruturas do sistema nervoso apresentam formas caracteristicas
de astrocitos, como a glia de Bergmann no cerebelo, células de Muller na retina e
pituitdcitos na glandula pituitaria (Shao e McCarthy, 1994). Cabe salientar, que
todos estes tipos celulares podem ter suas caracteristicas alteradas apds injuria
cerebral.

Numerosos estudos tém demonstrado que os astrécitos participam de

diversas atividades cerebrais dentre as quais podemos enumerar:
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1) Os prolongamentos da glia radial que servem como guia de migragao
neuronal no cérebro em desenvolvimento (Hatten e Mason, 1990;
Hunter e Hatten, 1995);

2) Fornecem fatores tréficos para neurdnios antes que estes estabelegam
seus contatos sinapticos (Schwartz e Mishler, 1990);

3) Estocam glicogénio, sendo a principal reserva energética do cérebro
(Hamprecht e Dringen, 1995)

4) Tamponam niveis i0nicos extracelulares preservando a atividade
excitatéria neuronal (Walz, 1989; Newman, 1995);

5) Participam do metabolismo glutamatérgico, sendo o unico tipo celular

no cérebro que contém a enzima glutamina sintetase (Kimelberg e Katz,
1985; Kimelberg e Norenberg, 1989);

6) Participam da resposta imunoldgica cerebral (Giulian e Tapscott 1988);

7) Auxiliam a formacé&o da barreira hemato-encefalica (Laterra et al, 1999);

8) Apos injurias ao SNC formam uma “cicatriz’ nervosa, denominada

astrogliose ou gliose reativa (Shao e McCarthy, 1994).

Recentemente, a fungdo de modulador da transmissdo sinaptica foi
atribuida aos astrocitos devido a sua capacidade de serem ativados e
responderem a neurotransmissores como glutamato, GABA, adrenalina, ATP,
serotonina e acetilcolina (Newman, 2003). Desta forma, os astrécitos estdo sendo
considerados o terceiro elemento da transmiss&o sinaptica (o primeiro, o neurdnio
pré-sinaptico e o segundo, o neurdnio pos-sinaptico). Cabe salientar aqui que a
resposta astrocitaria de captar glutamato frente a liberagdo deste
neurotransmissor, bem como a regulagéo dos niveis extracelulares de K" e H', ja

citadas anteriormente, deixaram de ser consideradas como de suporte metabdlico
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apenas, mas sao agora reconhecidas como participantes da modulagdo da

transmissao sinaptica.

1.2.2 Proteinas marcadoras de astrocitos

Os astrocitos possuem, bem caracterizadas, trés proteinas especificas —

GFAP, S100B e Glutamina Sintetase (GS).

GFAP (proteina acida fibrilar glial)

A GFAP é uma proteina de filamentos intermediarios tipo Ill, com peso
molecular de 47 kDa e € marcadora de astrécitos maduros. Como membro da
familia de proteinas do citoesqueleto, a GFAP modula a motilidade e forma dos
astrécitos por fornecer estabilidade estrutural aos processos astrociticos. Os
niveis de GFAP sao regulados a partir do desenvolvimento do SNC, no periodo
pos-natal quando ocorre a gliogénese mais intensa, e sob condigbes patoldgicas
(Eng et al, 2000 e Eng 1985).

Proteinas de filamento intermediario (FI) apresentam uma cabega amino-
terminal, uma cauda carboxi-terminal, regido esta responsavel pela ligagao entre
os mondmeros (ambas nao helicoidais), e uma porgéo central, formada por uma
extensa a-hélice, cuja sequéncia de aminoacidos é conservada em relagdo a
outros tipos de proteinas componentes de Fl. Diferencas na estrutura destas
proteinas sdo normalmente evidenciadas nos aminoacidos da por¢do amino-
terminal (Alberts et al, 2001).

A polimerizagdo da GFAP consiste inicialmente no pareamento de
mondmeros idénticos formando um dimero, onde os dominios centrais est&do

alinhados em paralelo. A seguir, dois dimeros sdo posicionados de maneira anti-
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paralela, ou seja, de um mesmo lado encontramos um terminal carboxi e um
amino formando um tetramero. Este posicionamento anula a polaridade existente
no dimero e permite a unido de diversos tetrameros na formag¢ao do polimero, o

que pode ser observado na figura 1.

Wt g, i, A e
Y

AT
B e

Figura 1. Estrutura dos filamentos intermediarios do tipo Ill. O monémero (A) une-
se paralelamente a outro formando um dimero (B). Os dimeros, por sua vez,
complexam —se de forma anti-paralela formando um tetdmero (C) e a unido
destes resulta na formacg&o do filamento. (Rodnight et al, 1997).

A fosforilagao de sitios especificos de proteinas de FI como a GFAP regula
o equilibrio dinamico entre seu estado polimerizado e despolimerizado,
desempenhando importante papel na mitose (Rodnight et al, 1997). Fatores como
a presenca ou auséncia de determinados cations, pH, disponibilidade de ATP e
forca ibnica do meio, podem influenciar na polimerizagdo destas proteinas. No
caso da GFAP de ratos, existem 5 sitios de fosforilagdo na porgédo N-terminal

Assim como outras proteinas de Fl, a GFAP sofre um ciclo de fosforilagdo

e desfosforilagdo em células intactas. Cinco sitios estdo presentes na porgao N-
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terminal (Thr7, Ser8, Ser13, Ser17, Ser34) enquanto que apenas um na porgao
C-terminal (Ser389). A fosforilagdo ocorre através da proteina cinase dependente
de AMP ciclico (PKA), proteina cinase |l dependente de Ca+/calmodulina

(CaMKIl), proteina cinase C (PKC) e cdc-2 cinase (Tsujimura, 1994)

Proteinas fosfatases serina/treonina (PPs) estdo envolvidas na
desfosforilagdo da GFAP (Stemmer e Klee, 1991). Em preparagdes
citoesqueléticas e fatias hipocampais de animais imaturos, a desfosforilacdo da
GFAP é catalizada pela a PP1(Vinadé e Rodnight, 1996) e PP2B (Rodnight et al,
1997). De acordo com Takemura e colaboradores, 2002, o ciclo de fosforilagéo e
desfosforilagdo da GFAP possui um equilibrio entre a forma filamentosa (n&o
fosforilada) e “pool” soluvel (fosforilado), sendo que a fosforilagdo desloca esse
equilibrio para o pool soluvel além de proteger a GFAP contra a protedlise

(Figura 2).

sintese de proteinas

“pool”solivel ~~ ™ filamentos
o—

*

F— fosforilacido

protedlise

Figura 2. Representacdo esquematica do ciclo de fosforilacdo e desfosforilagdo
da GFAP atuando sobre a plasticidade celular. A fosforilagdo protege os
filamentos ndo polimerizados da acao de proteases. Adaptado de Takemura et al,
2002.
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Proteina S100B

Proteina neurotréfica produzida e secretada por astrécitos, compartilha
com as demais proteinas da familia S100 a propriedade de ligar Ca’*. Ela tem o
importante papel de mediador de sinais de Ca?* no crescimento, diferenciacéo e
mobilidade celular (Scotto et al, 1998, a). A S100B pode ser encontrada no
citoplasma, associada a membrana plasmatica ou outras membranas
intracelulares e ao citoesqueleto, o que sugere seu envolvimento em diversas
funcdes celulares (Sorci et al, 1998).

E um homodimero (BB) de 21 kDa, onde cada mondmero caracteriza-se
pela presenca de dois sitios de ligagdo para o Ca”* do tipo EF-hand, (Donato,
1999). As proteinas pertencentes a Familia S100, entre as quais esta a S100B,
sdo assim chamadas por serem soluveis em uma solugcao de sulfato de amdnio a
100%, e foram inicialmente purificadas a partir de cérebro bovino. Além do Ca?*,
esta proteina é capaz de ligar-se ao Zn?** (Heizmann e Cox 1998), com uma

afinidade relativamente alta, e ao Cu?* (Nishikawa et al, 1997).

Fungoes intracelulares da S100B

A proteina S100B possui varios alvos protéicos sob investigagao (Donato,
2001).A S100B reduz a fosforilagdo de algumas proteinas e esta inibigdo € devida
a interacdo direta da proteina com substratos de cinases, bloqueando o acesso
destas aos seus substratos (Donato, 2001). Dentre as proteinas cuja fosforilagdo
esta inibida, estdo as marcadoras de astrécitos GFAP e vimentina e também a
GAP-43, uma proteina especifica de neurdnios. A inibicdo da fosforilagdo de
GFAP e vimentina deve refletir a interacdo da S100B com residuos no dominio N-

terminal destas proteinas (Ziegler et al, 1998). A fosforilagdo da GAP-43 pela
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proteina cinase C (PKC) é reduzida na presenga de S100B purificada, sugerindo
que esta proteina possa desempenhar funcdo na plasticidade sinaptica e
extens&o de neuritos (Sheu et al, 1994).

Nenhuma atividade enzimatica € atribuida a S100B, porém tem sido
demonstrado que proteinas da familia S100 sdo capazes de regular atividades
enzimaticas. Acredita-se que a S100B exerca alguma fungdo no metabolismo
energético por interagir com a frutose-1,6-bifosfato aldolase e estimular a
fosfoglicomutase (Landar et al,1996). Outra enzima regulada pela S100B é a Ndr,
uma proteina cinase nuclear importante na regulagdo da divisdo celular e
morfologia celular de forma calcio dependente. Visto que a S100B tem sido
implicada na regulagdo do ciclo celular, a interacdo S100B/Ndr deve ter

importancia fisiologica (Millward et al, 1998).

Outra enzima cuja atividade é modulada pela S100B é a calcineurina
(PP2B, Proteina fosfatase 2B) (Leal et al, 2004). Sua atividade esta aumentada
de forma Ca" dependente na presenga de S100B. Estes resultados sugerem que
a S100B exerce efeito amplo sobre o estado de fosforilagdo de diversas proteinas

atuando na regulagéo da proliferagédo e na plasticidade celular.

Fung¢oes extracelulares da S100B

S100B ¢é liberada constitutivamente por astrécitos e sua secrecdo €
regulada por agonistas dos receptores SHT1A (Whitaker-Azmitia et al, 1990), por
glutamato, por adenosina (Ciccarelli et al, 1999) e por acido lisofosfatidico (Pinto

et al, 2000; Gongalves et al, 2002). Foi observado que culturas primarias de
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astrocitos tem a secregao estimulada em condigdes de auséncia de soro (Pinto et

al, 2000).

Pouco se conhece sobre o mecanismo pelo qual a secregao ocorre.
Estudos recentes demonstraram que o BDNF poderia promover um processo de
liberacdo através de vesiculas, um mecanismo que nao tinha sido proposto até
entdo (Djalali et al, 2005). De fato, a secrecdo de S100B continua sendo até certo
ponto um enigma pois no gene desta proteina ndo existe um dominio sinalizando
secregao (Nishi et al, 2000).

Em concentragbes nanomolar, ela tem efeito pro-sobrevivéncia de
neurdnios e estimula o crescimento dos neuritos. Em situagdes de injuria previne
a degeneragdo do neurénio motor; estimula a fosforilagdo de ERK 1 e 2 em
astrocitos (Gongalves et al, 2000; Donato 2001, 2003;). Todas estas observagdes
apontam para um papel fisiolégico para S100B secretada, como um fator
neurotréfico, que pode ser importante durante o desenvolvimento e regeneragao
nervosa. A atividade pré-sobrevivéncia da S100B extracelular e a habilidade desta
proteina de estimular o crescimento do neurito dependem da translocag¢ao nuclear
do NF-kB e da super expressao do fator anti-apoptético, Bcl-2, em neurdnios alvo,
que por sua vez depende da ligagado da S100B com RAGE (Huttunen et al, 2000).

O RAGE ¢é um receptor multiligante da familia das imunoglobulinas, onde
se liga, entre outras moléculas, o B-amildide, a anfoterina e a S100A12. A
anfoterina ao ligar-se no RAGE desencadeia uma série de sinalizagdes
intracelulares. Entre as vias ativadas por esta molécula esta a cascata
Ras/MAPK, que induz a translocagdo nuclear do NF-kB aumentando, assim, a
sobrevivéncia de neurbnios, e a via de sinalizacdo Cdc42/Rac, envolvida no

processo de extensdo dos neuritos (Huttunem et al, 1999). Estas duas vias
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podem também estar envolvidas na ativagdo do RAGE pela S100B em
neuroblastos, uma vez que a S100B e a anfoterina exercem um efeito aditivo
sobre estas células (Huttunen et al, 2000). Por outro lado, o desenvolvimento
normal de fibras serotoninérgicas em animais geneticamente modificados que nao
expressam S100B indicam que esta proteina exergca uma fungdo de modulagao
da plasticidade sinaptica que se sobrepde a sua participagdo no desenvolvimento
cerebral (Nishiyama et al, 2002).

Concentragdes em nivel micromolar podem exercer efeitos neurotoxicos.
Algumas doengas neurodegenerativas apresentam elevados niveis de S100B,
como Sindrome de Down e Doencga de Alzheimer (Griffin et al, 1989). Estes dados
sugerem que a S100B pode ter alguma fungdo na patogénese destas doengas,
uma vez que o gene que codifica S100B encontra-se na regido cromossomal
21922.3 (Allore et al,1988); e que a proteina [-amildide estimula a sintese de
S100B e seu mRNA em cultura de astrocitos (Pena et al, 1995). Além disso, a
producdo da proteina B-amildéide pode ser estimulada em cultura de neurdnios

expostos a S100B (Li et al, 1998).

2. Interagao neurdnio-glia

O funcionamento normal do SNC depende da manutencdo adequada do
microambiente neuronal. Isto requer a regulacdo da composigao idnica
extracelular, osmolaridade e pH, e prevencdo do acumulo de neurotransmissores
na fenda sinaptica. Deve haver também um continuo suprimento de nutrientes
para o metabolismo oxidativo neuronal. Numerosas evidéncias mostram que os

astrocitos exercem fungdes criticas em todos esses processos.
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A comunicagdo bidirecional entre neurdnio e astrocitos € crucial para a
sobrevivéncia e funcionamento normal do SNC. Neurdnios e astrocitos interagem
em duas redes estruturalmente separadas, mas, altamente conectadas
funcionalmente: uma rede neuronal conectada via sinapses e uma rede astrocitica
interconectada via jungbes gap (Rouach et al, 2004). Sera abordada aqui

especificamente a comunicacédo sinaptica mediada por glutamato e serotonina.

2.1 Neurotransmissao glutamatérgica

O glutamato é considerado o principal neurotransmissor excitatério do SNC
de mamiferos e exerce um importante papel na plasticidade neural e
excitotoxicidade (Nakanishi, 1992). O glutamato medeia varios processos vitais:
desenvolvimento das células nervosas, incluindo proliferagdo e migragéo
(McDonald e Johnston, 1990), modulagdo de mecanismos de aprendizado e
memoria (lzquierdo e Medina, 1997) e envelhecimento (Segovia et al, 2001). Os
receptores glutamatérgicos (GluRs) tém papel fundamental na plasticidade e no
desenvolvimento neural, bem como nos processos de neurodegeneragao e
transmissao sinaptica. A ativagdo excessiva dos GIuRs durante episodios de
estresse cerebral tais como isquemia, traumatismo craniano e surtos epilépticos,

leva a morte de neurdnios.

2.1.1 Receptores de glutamato

Os receptores glutamatérgicos estdo amplamente distribuidos no SNC,
onde estdo envolvidos em uma variedade de processos durante o
desenvolvimento das células nervosas, incluindo proliferacdo, migracéo e

plasticidade sinaptica (Mc Donald e Johnston, 1990). Entretanto, a express&o dos
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diferentes tipos destes receptores apresenta uma variagdo regional e de
desenvolvimento bastante especifica, indicando que estes podem exercer
variadas fungbes quanto ao desenvolvimento e modulagdo do SNC. Os GluRs
sdo divididos em duas classes: receptores ionotropicos e metabotropicos (Conn e
Pin, 1997; Ozawa et al, 1998).

Os receptores glutamatérgicos metabotropicos (mGIuR) constituem um
grupo de receptores ligados a proteinas G. O glutamato, ao ligar-se nestes
receptores, ativa uma proteina G que pode ativar ou inibir a adenilato ciclase ou
estimular a fosfolipase C, regulando, assim, a concentracdo de diferentes
mediadores intracelulares (IPs, AMPc ou Ca**). Dentro deste grupo de receptores
ja se conhecem oito subtipos, os quais estdo divididos em Grupo |, Grupo Il e
Grupo Il (Pin e Duvoisin, 1995; Conn e Pin, 1997).

Por sua vez, os receptores ionotropicos (iGIuR) sdo canais que permitem a
passagem de um cation especifico quando ativados por um agonista e foram
subdivididos em NMDA (N-metil-D-aspartato) e ndo NMDA, que compreendem os
receptores AMPA (acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazolenopropionato) e
kainato (Ozawa et al, 1998).

N&o ha, ainda, evidéncias claras de que estes receptores sejam expressos
e funcionais em astrécitos in vivo, mas muitos trabalhos em culturas deste tipo
celular e de diferentes regides cerebrais, demonstraram que estas células podem
expressar mRNAs para iGluRs e para todos os tipos de mGluRs: grupo | (mGIluR1
e mGIluR5), grupo Il (MGIuR2 e mGIluR3) e grupo Il (mGluR4, mGIuR6, mGIuR7 e
mGIuR8) (Balazs et al, 1997; Wroblewska et al, 1998; Mineff e Valtschanoff, 1999;

Shelton e McCarthy, 1999).
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2.1.2 Captagao de glutamato

Apo6s ser produzido a partir da glutamina, o glutamato, é estocado, no
neurdnio, pelo sistema de transporte presente nas vesiculas que se encontram no
terminal pré-sinaptico. Quando ocorre a despolarizagao dos terminais sinapticos
glutamatégicos, o glutamato que se encontra nas vesiculas é liberado para o meio
extracelular (fenda sinaptica) para interagir com seus receptores ionotrépicos e/ou
metabotrépicos que estdo localizados nas membranas pré e pds-sinapticas e
também nas membranas gliais (Gallo e Ghiani, 2000; Scannevin e Huganir, 2000).
Este processo é dependente de calcio citosodlico (Nicholls e Atweel, 1990). Apds a
promogdo de influxo iGnico nestas células e a produgdo de segundos
mensageiros, o glutamato € removido da fenda sinaptica principalmente por
sistemas de transporte que sao dependentes de sddio, localizados nos neurbnios
e principalmente nas células gliais (Robinson e Down, 1997; Anderson e
Swanson, 2000; Danboldt, 2001; Amara e Fontana, 2002). Esses sistemas de
captacdo de glutamato sdo responsaveis pela inativagdo da transmisséo
glutamatérgica, pois ndo existem enzimas no meio extracelular que metabolizem
o glutamato (Figura 4) (Danboldt, 2001).

Atualmente cinco tipos de transportadores de glutamato dependentes de
sodio estdo bem identificados e caracterizados: GLAST -1 (EAAT1), GLT-1
(EAAT2), EAAC1 (EAAT3), EAAT4, EAAT5 (Amara e Fontana, 2002). GLT-1 e
GLAST-1 estao distribuidos nas membranas plasmaticas astrocitarias (Chaudhry
et al, 1995). Os demais estdo predominantemente localizados nos neurbnios
(Amara e Fontana, 2002). Além disso, esta bem estabelecido que os
transportadores de glutamato localizados nas membranas das células gliais s&o

de fato os responsaveis pela manutencdo dos baixos niveis extracelulares de
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glutamato e, desta maneira, garantem a homeostase celular (Anderson e

Swanson, 2000; Tanaka, 2000; Gegelashvili et al, 2001; Amara e Fontana, 2002).

Terminal
glutamatérgico

Célula glial
Kl
- l
A Receptor glutamatérgico ‘ |
u glutamatérgico metabotrépico K"
INa*, H* ionotropico —

\Diidade pés-s{nép‘nﬁ/- .

Figura 4. Representacdo esquematica de uma sinapse glutamatérgica,
onde TAAE - transportador de aminoacido excitatorio. Adaptado de Amara e

Fontana, 2002.

2.2 Ciclo gutamato-glutamina

Uma das fungdes mais importantes dos astrocitos no SNC é proteger os
neurdnios contra excitotoxicidade através da captacdo do excesso de amdnia e
glutamato e convertendo-os em glutamina através da enzima glutamina sintetase
(GS). A glutamina liberada no espaco extracelular é utilizada por neurbnios como
precursor de glutamato através da agdo da enzima glutaminase. O glutamato
liberado dos neurbnios pode ser captado pelos astrécitos e reconvertido a

glutamina (Hertz et al, 1978). Esta via € conhecida como ciclo da glutamina-
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glutamato.Sua importancia reside no fato de ser a unica via capaz de eliminar
ions de amodnio, altamente toxico ao SNC. A glutamina sintetase localiza-se
principalmente em astrdocitos e a glutaminase em terminagdes nervosas (MEDINA

et al,1992).

2.3 Neurotransmissao Serotoninérgica

Descoberta em 1937 por Vittorio Erspamer, a substancia inddlica,
encontrada em células intestinais e que provocava contracdo muscular foi
primeiramente chamada enteramina. Page e colaboradores, subsequentemente,
isolaram a caracterizaram em seus estudos de hipertensdo (1948) uma
substédncia enddgena que causava vasoconstricdo. Foi entdo chamada
serotonina: um fator do soro (“serum”) que afeta o “ténus” vascular e mostrou-se
idéntica ao indol anteriormente isolado por Erspamer. A agao neurotransmissora
da serotonina foi descoberta por Betty Twarog no musculo retrator do mexilhdo
(1952) e depois (1953) no SNC de mamiferos (revisto em: Jacobs e Azmitia,
1992).

Serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) é uma amina biogénica que regula a
contragcdo de musculo liso no sistema cardiovascular e gastrointestinal, estimula a
agregacéao plaquetaria e, no SNC, atua como neurotransmissor (Sanders-Bush e
Mayer, 2006). Esta envolvida em uma variedade de comportamentos incluindo
humor, sono, dor, apetite, agressdo e comportamento sexual (Sjoerdsma e
Palfreyman, 1990; Roberts, 1984; Murphy et al, 1998).

A serotonina é produzida a partir do aminoacido triptofano, no interior dos
neurdnios. Primeiramente, L-triptofano € convertido a 5-hidroxitriptofano pela

enzima triptofano hidroxilase, que é entdo descarboxilado a 5-hidroxitriptamina (5-
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HT) pela enzima 5-hidroxitriptofano descarboxilase. Apds sua sinteze, € estocada
em granulos secretorios através de um transportador vesicular e liberada para a
fenda sinaptica por exocitose dos neurdnios serotoninérgicos (Sanders-Bush e
Mayer, 2006).

Existem pelo menos quinze receptores para a serotonina exercer seus
efeitos sobre a excitabilidade neuronal (Azmitia, 1999; Stahl, 1998; Murphy, 1998)
e, no SNC, a acao da serotonina € finalizada através de captagcdo mediada por
um transportador altamente especifico localizado na membrana do axénio

terminal (Sanders-Bush e Mayer, 2006).

2.3.1 Receptores serotoninérgicos

Baseados nos recentes estudos da acdo da serotonina sobre tecidos
periféricos, os pesquisadores hipotetizaram que as variadas ag¢des desta amina
envolvem sua interacdo com multiplos receptores. Técnicas de biologia molecular
permitiram a descoberta de sete classes de receptores de serotonina (5-HT4_7)
compreendendo um total de quinze receptores estrutural e farmacologicamente
distintos (Hoyer et al, 1994). As fungcbes de apenas quatro destas classes s&o
reconhecidas: 5-HT¢ até 5-HT4 (Sanders-Bush e Mayer, 2006). A classificagdo é
baseada em critérios como genética, fatores morfologicos, o sistema de segundo
mensageiro envolvido e propriedades farmacolégicas (Hoyer et al, 2002), o que
pode ser observado na figura 4.

As classes de receptores 5-HT¢, 5-HT,, e 5-HT47; sdo membros da
superfamilia das GPCR (G Protein-Coupled Receptor — receptores acoplados a
proteina G) e estdo localizados pré e pds sinapticamente. Medeiam uma

variedade de fungdes neuronais incluindo a inibicdo da liberacdo do
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neurotransmissor por acoplamento e internalizacdo de canais de potassio e
modulagdo do estimulo pds-sinaptico através de cascatas de sinalizagdo que
ativam adenilato ciclase e fosfolipase C[32 (Murphy et al, 1998). O receptor 5-HT3
& um canal iénico que liga Na® e K" e estruturalmente é semelhante ao receptor
colinérgico nicotinico (Sanders-Bush e Mayer, 2006).

Nas células gliais ja foi observada a expressao dos receptores 5-HT1A, que
nos neurénios funciona como um autoreceptor cuja ativagéo resulta na inibigao da
liberacdo de neurotransmissores (Azmitia e Whitaker-Azmitia, 1996). Além disso,
os astrocitos também expressam os receptors 5-HT2A e 5-HT2C, envolvidos na
regulagao energética por estimularem a quebra do glicogénio (Poblete e Azmitia,

1995).

CANAIS IONICOS

5-HT,,
5-HT 55
5-ht 3¢
RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G
5-HT — &HT,
HT 5+ Gio Gy >Ntg
5-HT 1 (CAMP - BHT,
| 7
St } A + B-higy
5'ht.1F"" """""""""""""""" Rl e me————— - E'htaa
o [ "FHTa
a|
PLC - 5-HT o
» 5-HT 50

Figura 3. Representacdo grafica da classificacdo atual dos receptores
serortoninérgicos. Os subtipos repredsentados em quadros coloridos e letras
minusculas ainda ndo possuem suas fungdes demonstradas no SNC. De acordo
com Hoyer et al, 2002.
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2.3.2 Captagao e metabolismo da serotonina (ou re-captagao)

A serotonina liberada na fenda sinaptica € regulada por captacéo através
de um transportador de membrana, Na’-dependente, conhecido por SerT
(Serotonin Transporter; Persico et al, 2001). Estes transportadores sao
encontrados em uma grande variedade de células e, no SNC, tém sido
localizados na membrana plasmatica e citoplasma do soma neuronal, dendritos e
terminais de neurbnios serotoninérgicos (Zhou et al, 1998; Tao-Cheng e Zhou,
1999). O transportador de serotonina (SerT) também é expresso em neurbnios
nao serotoninérgicos e células gliais (Pickel e Chan, 1999) e apresenta cerca de
50% de homologia com transportadores de catecolaminas. Entretanto, o SerT
pode ser inibido especificamente por drogas como a fluxetina, sertralina e
paroxetina (Hensler, 20006).

ApOs ser captada, a serotonina é transportada para o interior de vesiculas
sinapticas ou metabolizada a acido 5-hidroxiindol-3-acético (5HT-1AA) pela
enzima MAO-A (monoamina oxidase-A; Shih et al, 1999). Em menor extensdo, a
serotonina pode ser reduzida formando o metabdlito 5-hidroxitriptofol que difunde-
se para o liquor através do espaco extracelular. A partir dai, eles sdo removidos
por carreadores para a corrente sanguinea (Cumming et al, 1992; Garelis et al,
1974; Tabakoff et al, 1975).

A captagdo de serotonina tem sido descrita em cultura primaria de
astrocitos (HOsli e Hosli, 1995) juntamente com a presenga de MAO-B (mais
abundante) e A nestas células (Fitzgerald et al,1990). Tais observagdes
favorecem a idéia de que a captacdo e subsequente metabolismo da serotonina
pelas células gliais exerce fungdes importantes na regulagdo da concentragdo

extracelular deste neurotransmissor. Matsumiya e colaboradores (2001)
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descrevem as caracteristicas farmacologicas dos SERT indicando que o processo
de captacdo € muito semelhante aos SERT neuronais. Os mesmos autores
sugerem que este sistema deve ser caracterizado como uma segunda linha de
defesa que inativa monoaminas que “escaparam” da recaptacdo neuronal,

prevenindo, desta forma, a transmissao descontrolada do sinal.
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OBJETIVOS GERAIS

1- Estudar os efeitos do glutamato sobre a secrecdo de S100B em
cultura primaria de astrécitos, avaliando o mecanismo envolvido;

2- Avaliar o possivel efeito da S100B sobre a captagcdo de
glutamato em cultura primaria de astroécitos;

3- Observar o efeito da serotonina sobre a secrecdo de S100B em
cultura primaria de astrocitos;

4- Padronizar uma técnica de ELISA para GFAP, visando
correlacionar a secrecdo de S100B as possiveis variagdes

intracelulares GFAP.
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CAPITULO |

A captacao de glutamato é estimulada por S100B extracelular em
astrécitos hipocampais

Titulo: Glutamate uptake is stimulated by extracellular
S100B in hipocampal astrocytes

Periodico: Cellular and Molecular Neurobiology
Status: publicado
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CAPITULO I

Elevada concentragao de glutamato reduz a secregao da S100B por um
mecanismo dependente de transportador de glutamato

Titulo:High glutamate decreases S100B secretion by a
mechanism dependent on the glutamate transporter
Periodico: Neurochemistry Research

Status: publicado
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CAPITULO llI

Serotonina reduz a secrecao de S100B através do receptor 5HT-1o e

fluoxerina estimula através de mecanismo que envolve PKA.

Titulo: S100B secretion is stimulated by fluoxetine via a
mechanism independent of serotonin

Periodico: Biological Psychiatry

Status: Submetido
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CAPITULO IV:

Anticorpo anti-GFAP demonstrou afinidade seletiva ao estado de
fosforilagao da GFAP na padronizagao de técnica de ELISA.

Titulo: Immunoassay for glial fibrilary acidic protein:
Antigen recognition is affected by its phosphorylation state
Periodico: Journal of Neuroscience Methods

Status: submetido
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DISCUSSAO

1. Sumario dos resultados

A proteina S100B, em concentragdes fisiologicas, estimula a
captacdo de glutamato em cultura primaria de astrocitos
hipocampais através de mecanismo que n&o envolve a porgao c-
terminal desta proteina.

O glutamato, em concentragdes téxicas, reduz a secregdo da
proteina S100B em culturas primarias de astrécitos por meio de
um mecanismo que envolve a captacido deste neurotransmissor.
A serotonina, apos 24 horas de incubacao, promove redugcao na
secrecgdo da proteina S100B e este efeito pode estar relacionado
ao receptor SHT-1A.

A fluoxetina estimula a secrec¢ao da proteina S100B e este efeito
esta desvinculado da serotonina e, por sua vez, depende do
AMPc.

O reconhecimento do anticorpo anti-GFAP pode depender do

estado de fosforilagdo da GFAP.

2. A proteina S100B estimula a captagao de glutamato

Cada vez mais se busca informacdes que possam esclarecer os eventos

bioquimicos que ocorrem entre células gliais e neuronais. Um grande numero de

trabalhos tem demonstrado o astrocito como elemento fundamental para a

sobrevivéncia do neurdnio (Ahlemeyer et al, 2000; Blanc et al, 1998; Desagher et

al, 1996; Ye e Sontheimer, 1999), incluindo sua func&o critica na regulagdo da
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concentragdo de glutamato na fenda sinaptica (Hertz e Zielke, 2004; Amara e
Fontana, 2002; Sonnewald et al, 2002) além da atividade sobre a captagdo de
serotonina (Fitzgerald et al, 1990). A ativagdo excessiva dos receptores de
glutamato pode levar a morte neuronal, um processo referido como
excitotoxicidade. Além disso, muitas doengas associadas a deplecao energética e
estresse oxidativo prejudicam a captagdo de glutamato (Danbolt, 2001), somando-
se a isso, os astrocitos podem contribuir com a excitotoxidade glutamatérgica
liberando glutamato na fenda sinaptica — como ocorre na isquemia cerebral
(Swanson, 2004).

Através da utilizacdo de fatias cerebrais foi possivel confirmar que o
astrdcito in vivo, assim como in vitro, responde aos neurotransmissores liberados
pelos neurdnios, uma questao anteriormente levantada através das observagdes
em cultura de astrocitos: as células gliais respondem com aumento de calcio
intracelular a uma variedade de neurotransmissores incluindo glutamato, GABA,
adrenalina, ATP, serotonina e alguns peptideos (Finkbeiner, 1993; Porter e
McCarthy , 1997).

Os astrocitos, através da captagdo de glutamato e do ciclo glutamina-
glutamato, contribuem para a manutengao de baixas concentra¢des de glutamato
na fenda sinaptica, o que garante a sobrevivéncia neuronal além de fornecerem
glutamina para a sintese do glutamato. Da mesma forma, a liberacédo da proteina
S100B pelo astrocito contribui para o desenvolvimento neuronal e também
protege os neurdnios contra injuria provocada pela excitotoxidade glutamatérgica
(Ahlemeyer et al, 2000) bem como contra a toxicidade causada por agonistas
NMDA (Kogel et al, 2004). O estimulo provocado pela S100B extracelular sobre a

captacédo do glutamato pode estar envolvido neste efeito neuroprotetor, uma vez
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que a captacdo do glutamato pelos astrocitos foi favorecida pela presenca de
S100B e reduzida pela presenca de anticorpo anti-S100B.

A forma pela qual a S100B atua sobre a captagdo de glutamato n&o esta
clara, mas as observacdes de que o peptideo TRTK-12 ndo provocou alteracao
sobre a captagéo de glutamato, indicam que a S100B n&o atua através da porgéo
c-terminal; ja que tal peptideo bloqueia as fungdes da proteina mediadas pelo C-
terminal. Desta forma, outro dominio estaria envolvido nesta acdo da S100B,
como ocorre a sua ligagdo aos RAGE (Donato, 2003).

Além disso, algumas agdes da S100B estéo relacionadas ao seu estado
redox: proliferacdo glial (Scotto et al, 1998, b) e ativacdo da ERK (Gongalves et al,
2000) sao favorecidas pela S100B oxidada. Nao seria surpreendente a
observacdo de que o efeito da S100B poderia ser favorecido pela oxidacao.
Torna-se necessario refletir sobre os transportadores de glutamato que séo
sensiveis a oxidacdo. Desta forma, a S100B poderia compensar a perda da
atividade dos transportadores de glutamato. Entretanto, no momento, isto
permanece como uma especulagdo, bem como a acdo da S100B sobre
transportadores de glutamato neuronais.

O efeito positivo da S100B modulando a transmissdo glutamatérgica
observado neste trabalho, corrobora com a acgdo anti-epileptogénica
recentemente sugerida para o0s astrocitos: camundongos geneticamente
modificados para ndo expressar S100B apresentaram um perfil de crises mais
severas de epilepsia apds eventos excitatérios (Dyck et al, 2002). Porém, ainda
nao existem evidéncias a respeito dos niveis extracelulares de S100B ou sobre a

atividade de captacdo de glutamato nesses animais.
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As observagdes de que a S100B contribui para transmiss&o glutamatérgica
constitui mais um fato somando as observacdes de que os astrécitos participam
da transmissdo sinaptica como o terceiro elemento da sinapse: o elemento
regulador da sinapse. Os resultados apontam para o fato de esta proteina
participar da captacdo em concentragao sub-nanomolar. Além disto, a S100B em
concentragbes consideradas toxicas (milimolar), ndo prejudicou a captagao de

glutamato.

3. O glutamato reduz a secrecao de S100B por um mecanismo dependente
do transportador desse neurotransmissor

Ja estd bem estabelecido na literatura que a S100B extracelular, em
concentragdo nanomolar, protege neurénios hipocampais contra excitotoxicidade
provocada por glutamato e agonista NMDA (Ahlemeyer et al, 2000). O fato de o
glutamato reduzir a secregdo de S100B em astrocitos (Gongalves et al, 2002) e
em fatias cerebrais (Buyukuysal, 2005), pode ser considerado como parte do
evento excitotoxico mediado por este quando em concentragbes téxicas. O
mecanismo através do qual o glutamato, em concentragao téxica (1 mM), reduz a
secrecdo de S100B foi alvo de nossos estudos. Para tanto, langamos mao da
utilizacdo de agonistas e antagonistas de receptores glutamatérgicos bem como
de inibidores de transportadores glutamatérgicos.

Na tentativa de avaliar qual o mecanismo envolvido neste efeito, utilizamos
agonistas de receptores glutamatérgicos: ACPD (agonista de mGIuR grupo 1),
DCG-IV (agonista de mGIuR grupo Il), L-AP-4 (agonista de mGIuR grupo Ill), na

presencga ou auséncia de glutamato.
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DCG-IV promoveu uma redugao, embora parcial, na secregcao de S100B,
sugerindo que este efeito poderia ser mediado por mGIuR tipo Il. Para confirmar
este efeito, utilizamos um antagonista de mGIuR tipo | e Il, MTPG. Este foi
incapaz de reverter o efeito do glutamato sobre a redugao da secregao de S100B,
indicando que o efeito do glutamato observado n&o ocorre predominantemente
através da ativagao de receptores glutamatérgicos tipo |l.

Contrariamente a nossa observagcdo ha um dado na literatura mostrando
que o DCG-IV promove um aumento na secrecdo de S100B em astrocitos
corticais (Ciccarelli et al, 1999). Entretanto, considerando que o receptor desse
agonista mGIuR Il, esta negativamente acoplado a adenilil ciclase, seria mais
razoavel supor que ocorreria uma reducdo na secrecdo de S100B, como nos
encontramos, ja que o aumento da concentracgdo intracelular de AMPc estimula a
secregao de S100B (Pinto et al, 2000).

Observamos que D-aspartato (inibidor competitivo do transporte de
glutamato) inibiu parcialmente o efeito do glutamato sobre a secre¢cdo de S100B e
que PDC (um inibidor do transporte de glutamato mediado por GLAST e GLT-1) e
DIDS (um bloqueador geral do transporte idnico) reverteram completamente. Este
efeito nos leva a sugerir que a redugcdo da secrecdo de S100B através do
glutamato esta vinculada ao influxo deste neurotransmissor, que provoca uma
reducédo na concentragao intracelular de AMPc (Gongalves et al, 2002) e, desta

forma, reduz a secrecao de S100B.

4. Efeito da serotonina e fluoxetina sobre a secre¢cao de S100B

Os astrécitos participam ativamente do metabolismo da serotonina uma

vez que possuem em sua estrutura toda a maquinaria necessaria para tanto:
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receptores (Azmitia et al, 1996), transportadores (Inazu et al, 2001) e enzimas de
degradacgéao (Carlo et al, 1996). Porém, o efeito da serotonina sobre a secregéo
de S100B somente foi demonstrado atraveés da utilizacdo de agonistas do tipo 1A
(Whitaker-Azmitia et al, 1990). Por sua vez, o efeito da fluoxetina somente foi
demonstrado sobre a expressao de S100B (Akhisaroglu et al, 2003), n&do havendo
dados na literatura a respeito de seus efeitos sobre a secrecdo de S100B.

Ao contrario do que esperavamos, observamos que a adi¢gao de serotonina
causou uma reducdo na secrecdo de S100B a partir de 6h. Os receptores
serotoninérgicos do tipo 1 sdo acoplados negativamente a adenilil ciclase e sua
ativagdo poderia justificar esse efeito, embora a literatura aponte que a ativagéo
de receptores 5HT-1A promove aumento da secrecédo de S100B.

A reversdo do efeito citado acima foi observada quando Nan-190 (um
antagonista de receptor SHT-1A) foi utilizado, indicando que a serotonina poderia
estar atuando através do receptor SHT-1A. Porém, uma investigacdo mais
detalhada a respeito da expressao destes receptores em nossas condigdes de
cultivo é necessaria, uma vez que estudos recentes indicam que este receptor
possui expresséao transitdria em astrocitos e cuja reatividade é observada apenas
até o sétimo dia pés-natal (Azmitia, 2001).

Alguns estudos tém sugerido a participagdo da glia no mecanismo de acéo
dos antidepressivos (Manev et al, 2003) indicando que a S100B pode ser um dos
fatores troficos mobilizados no tratamento com antidepressivos (Manev et al,
2001) e que participa ativamente nos processos de remodelamento para
neurdnios e astrécitos na depressao maior.

A fluoxetina aumenta o conteudo hipocampal de S100B em ratos tratados

cronicamente (Akhisaroglu, 2003) sugerindo que este efeito do antidepressivo
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poderia estar diretamente relacionado com a elevagdo da concentracdo de
serotonina na fenda sinaptica. Porém, nossos resultados indicam que a fluoxetina
atua independentemente da serotonina ao estimular a secre¢do de S100B, uma
vez que, na presenca de serotonina, o efeito da fluoxetina foi menor.

Além disso, nossos resultados indicam que a fluoxetina atua através da
ativagdo da PKA, ja que o H89, um inibidor desta cinase, reduziu a secregéo de
S100B na presenca de fluoxetina. Resultados anteriormente obtidos em nosso
laboratdrio reforgam esta idéia, uma vez que a secrecdo de S100B ¢é estimulada
por elevacdo do AMPc intracelular (Gongalves et al, 2002 e Pinto et al, 2000).

Desta forma, demontramos que a serotonina, assim como o glutamato
(discutido anteriormente), modula negativamente a secregdo de S100B, e a
utilizacdo de inibidor de sua captagcao promove aumento na secrecao de S100B
(figura 5). Para os dois neurotransmissores, a secrecdo de S100B esta

negativamente relacionada a sua captacgao.
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Flu

Astrocito

Figura 5: Esquema da secregdo de S100B reduzida por glutamato (Glu) e
serotonina (5HT), e estimulada por bloqueadores da captacdo destes. SerT,
transportador de serotonina; TAAE, transportador de aminoacido excitatorio.

5. O estado de fosforilagao da GFAP pode afetar seu reconhecimento pelo
anticorpo

A interacdo antigeno-anticorpo pode ser afetada por alteragbes pods-
translacionais ou ligantes ndo-covalentes (Gongalves et al, 1997). Contudo, essas
modificagcdes frequentemente deixam de ser consideradas na elaboragdo das
técnicas. A GFAP é um alvo para fosforilagdo mediada por cinases importantes
(PKA, CaMK Il e PKC) e protedlise mediada por calpaina. Um estudo
interessante, que também utilizou o anticorpo policlonal da DAKO, demonstrou
que a imunoreatividade para GFAP foi aumentada por protedlise mediada por
influxo de calcio (Lee et al, 2000). N6s observamos um aumento rapido e
transitorio na GFAP hipocampal apés eletro choque convulsivo em ratos (Cereser

et al, 2006). Este aumento pode ser devido a protedlise induzida por calpaina
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seguido de influxo de calcio. Porém, n6s ndo observamos alteragdes proteoliticas
por “imunoblotting” nesses animais.

A GFAP ¢ fosforilada em sitios especificos na cauda N-terminal e esta
modificacdo modula a plasticidade de filamentos intermediarios gliais (Inagaki et
al, 1994; Rodnight, 1997). A fosforilagdo N-terminal parece regular a protedlise
mediada por calpaina (Takemura et al, 2002). Muitos sitios s&o alvos em potencial
para a PKA Nosso trabalho demonstrou que a fosforilagdo induzida por PKA
aumentou o reconhecimento do anticorpo tanto em amostras bioldégicas como em
GFAP purificada. Tal dado confirma a importdncia da modificacdo pods-
translacional para o reconhecimento do anticorpo, pelo menos, para o anticorpo
utilizado.

Esses resultados, juntamente com a informacéo sobre
imunoreconhecimento alterado por protedlise mediada por calpaina, sustentam o
entendimento de que rapidas alteracbes na imunoreatividade para GFAP e
sugerem que € necessario ter cautela na interpretacdo dos resultados quando
este anticorpo é utilizado. Além disso, esses dados indicam a necessidade de
considerar o efeito de modificagcbes pds-translacionais na padronizagdo de

imunoensaios com outros anticorpos.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Nossos dados vém refor¢car a importancia dos astrocitos na fisiologia e
patologia do SNC bem como no possivel papel da S100B na plasticidade neural,
de forma que: A S100B exerce um papel neurotréfico sobre a captacdo de
glutamato. O mecanismo deste efeito merece posterior investigagdo, bem como o
papel desta proteina sobre a captagdo neuronal de glutamato. A secrecdo de
S100B foi diminuida pelo glutamato, sugerindo ser a secregcédo desta proteina um
alvo da excitotoxicidade, ou mais apropriadamente da gliotoxicidade. Esta
reducdo poderia, em situagdes crbnicas e em regides cerebrais especificas,
comprometer a sobrevivéncia e atividade neuronal. Outro dado original deste
trabalho é que a fluoxetina, independentemente da serotonina, poderia aumentar
a secregao de S100B. Desta forma a S100B, como o BDNF, poderia estar

envolvido na neurogénese.
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