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Resumo

Os dois fendmenos, biolégico e comportamental, abordados no presente
trabalho sdo, envelhecimento cerebral e memodria espacial. Varios
estudos, comparativos e experimentais, tém mostrado que sujeitos
idosos apresentam desempenho significativamente prejudicado em
diferentes tipos de tarefas cognitivas. Sabe-se também que, existem
contradicdes na literatura com relacdo as conseqiéncias da interacao
entre os efeitos do envelhecimento com os efeitos do consumo crénico
de etanol e da restricao alimentar, tanto com relacao aos efeitos
biolégicos quanto comportamentais. Apesar dos avangos e dos varios
trabalhos realizados na tentativa de se entender os mecanismos
neurobioldgicos responsaveis por essas disfungdes, pouco ainda se sabe
sobre as bases bioldgicas correlacionadas com aspectos especificos de
disfungdes cognitivas no idoso. Dentre os diferentes sistemas
neuroquimicos, um relativamente pouco estudado, com relacdo aos
déficits no aprendizado e memodria espacial no idoso, é o sistema
serotonérgico central. Uma outra questdao relevante nessa abordagem
biolégica estd relacionada com o0s mecanismos responsaveis pela
neurodegeneracao que possivelmente resultam em disfuncdes na
atividade de circuitos neuroquimicos. Nesse sentido, a identificacao
precoce de alteragdes moleculares, associadas a esse processo, tem sido
cada vez mais importantes para a compreensdo das bases bioldgicas
relacionadas com os déficits comportamentais normalmente associados
com o envelhecimento e/ou com diversas neuropatogias. Um mecanismo
comum que as células neuronais sofrem devido a injurias agudas é
desencadeado pela excitotoxidade, um fendbmeno que se desencadeia
guando ha um excesso na ativacao de receptores de glutamato, os quais
induzem uma série de processos intracelulares possivelmente associados
com a neurodegeneragao. Existem também evidéncias de que espécies
reativas de oxigénio (p.ex. peroxido de hidrogénio), tanto no

envelhecimento, como no alcoolismo crénico, e em varias doencas



cerebrais neurodegenerativas (p.ex. Doenca de Parkinson, Doenca de
Alzheimer, etc), parecem estar envolvidos com o0 mecanismo de morte
celular. Por outro lado, alguns trabalhos indicam que a Restricao
Alimentar (RA), que consiste em uma redugdao do aporte caldrico
habitual, tem efeitos benéficos sobre o organismo, provavelmente
através de um mecanismo que resulta na diminuicdo das espécies
reativas de oxigénio. Ja foi relatado que ela atua aumentando o tempo
de vida dos animais e retarda o desenvolvimento de doencas
degenerativas. Foram demonstrados efeitos protetores da RA sobre o
SNC, como prevencao e/ou reducao do estresse oxidativo, de insultos
excitotoxicos ou metabdlicos, défices sensoriais € motores e prejuizos
cognitivos. Entre os sistemas intracelulares envolvidos com o mecanismo
de morte celular, induzida altas concentracdes de por glutamato e/ou
espécies reativas de oxigénio, destaca-se o processo de fosforilacdo de
proteinas. As reagoes de fosforilacao e defosforilacdo sao catalisadas por
proteinas cinases e fosfatases, respectivamente. Elas desempenham um
importante papel na traducdo de sinais, responsaveis por uma série de
eventos celulares, tais como, proliferacao e morte celular. Alteragdes nas
proteinas cinases e fosfatases estdo relacionadas a varias disfuncoes
celulares. As proteinas cinases nao somente fosforilam seus substratos
protéicos, como também sdo fosforiladas e defosforiladas sendo,
portanto, também reguladas por fosforilagcdo. O presente trabalho se
divide em duas etapas, que correspondem a dois niveis diferentes de

estudos. (i) Na primeira etapa, as variaveis independentes sdo: idade,

consumo cronico de etanol e restricao alimentar caldrica. Nessa etapa foi
utilizado modelo experimental animal, ratos adultos (5 meses de
idade) e idosos (16 meses de idade), e métodos da psicologia
experimental e da bioquimica para avaliar aspectos do aprendizado e
memoria espacial e determinar parametros funcionais do sistema
serotonérgico central, respectivamente. Além disso, foi realizada uma
avaliacao da correlacao entre os dados comportamentais e bioldgicos.

(ii) Na segunda etapa, as varidveis independentes sdo diferentes

condicdoes de estimulos neurodegenerativos. Foi utilizado cultura
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celular de neuronios e métodos bioquimicos para o estudo de
componentes envolvidos com os mecanismos de morte celular. Na
primeira etapa, utilizando ratos Wistar, observamos alteracoes
relacionadas com a idade em aspectos da aprendizagem, memoria e
extincgdo de um comportamento no labirinto aquatico de Morris.
Utilizando o método cromatografico (HPLC= High Performance Liquid
Chromatography), verificamos também efeito significativo da idade nos
niveis endégenos de serotonina (5-HT) e do acido 5-hidroxiindolacético
(5-HIAA) no neocortex, hipocampo, tdlamo e nucleo dorsal da rafe
(NDR). Os animais idosos foram capazes de aprender a tarefa, no
entanto, apresentaram um pior desempenho comparado ao dos animais
adultos. Verificamos um declinio significativo dos niveis do 5-HIAA no
hipocampo e no NDR dos animais idosos em relagdo aos niveis dos
adultos. Observamos também uma diminuicdo da atividade
serotoninérgica (taxa 5-HIAA/5-HT) nesta regido cerebral. Andlises de
regressdao mostraram uma correlacao significativa, entre a taxa de
atividade serotonérgica no NDR e o desempenho dos animais nos testes
de memoria espacial e extingdo. Além disso, foi usada analise de
variancia 2 X 2 para verificar os efeitos do consumo cronico de etanol e
da restricdo alimentar sobre parametros bioquimicos e sobre o
desempenho dos animais idosos nos testes comportamentais. Nenhum
dos dois tratamentos teve efeito significativo sobre os parametros
comportamentais e bioquimicos estudados, com excecdo do indice de
extingdo, o qual foi significativamente afetado pelo consumo crénico de
etanol. Observamos que, o consumo cronico de etanol reverteu o
prejuizo causado pelo envelhecimento na flexibilidade comportamental
dos individuos idosos. Os dados dessa primeira etapa foram publicados
na revista Behavioural Brain Research, em 2007. Na segunda etapa
desse trabalho, utilizando cultura primaria de neurdnios corticais,
investigamos o envolvimento de componentes moleculares do
citoesqueleto, proteina tau, e de sistemas de traducao de sinais, MAPKs
e GSK3, no mecanismo de agdo de dois fatores neurotdxicos: i) alta

concentracao de glutamato e, ii) estresse oxidativo, provocado pelo
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peroxido de hidrogénio. As fosfoproteinas foram separadas por
eletroforese e identificadas com anticorpos, por imunofluorescéncia,
através da técnica de Western blot. As andlises quantitativas foram
realizadas por densitometria. Como primeiro passo, confirmamos dados
da literatura os quais mostram que, tanto uma alta concentracdao de
glutamato quanto o peréxido de hidrogénio causam perda significativa
de neurOnios corticais. Além disto, acrescentamos uma informacao,
mostrando que esses efeitos sao dependentes do tempo de incubacgao. O
proximo passo foi verificar se uma alta concentracao de glutamato ou
peroxido de hidrogénio tinham efeitos sobre o nivel de fosforilagao e/ou
concentracao total das seguintes classes de fosfoproteinas:
fosfoproteinas tirosinas, isoformas da fosfoproteina tau, e fosfoproteinas
cinases. Tanto o peroxido de hidrogénio quanto o glutamato
provocaram um aumento da forma defosforilada da proteina tau. No
entanto, os efeitos do glutamato e do perdxido de hidrogénio diferem
guanto aos alvos afetados, isoformas da tau alteradas e, além disto, se
considerarmos a curva de tempo dos efeitos causados pelos dois
tratamentos (glutamato e perdxido de hidrogénio), verificamos que o
glutamato induz um aumento da forma defosforilada de maneira
temporalmente diferente do perdéxido de hidrogénio. Ambos os estimulos
provocam alteragdes especificas, sendo esses efeitos dependentes do
tempo em sub-classes de MAPKs. Alguns desses efeitos se referem a
disfuncbes em componentes do sistema de fosforilagao relacionados
apenas com mudangas conformacionais, ou seja, da forma ativa para a
inativa ou vice-versa e, outros, resultam em alteragdes na expressao de
fosfoproteinas importantes do sistema de sinalizacdo celular,

possivelmente, relacionadas com a morte neuronal.
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Abstract

The two phenomena, biological and behavioural, approached in the
present work are brain aging and spatial memory. Several studies,
comparative and experimental, have shown that aged subjects present
significantly impaired performances in different types of cognitive tasks.
It is also known that contradictions in literature exist in relation to
consequences of the interaction between the effects of aging with the
effects of chronic ethanol consumption and food restriction, in relation to
the biological as well as the behavioural effects. Despite the advances
and several studies carried out in an attempt to understand the
neurobiological mechanisms responsible for these dysfunctions, little is
known about the biological basis correlated with specific aspects of
cognitive dysfunction in the aged. Within the different neurochemical
systems, one relatively less studied, with relation to the deficits in
learning and spatial memory in the aged, is the serotoninergic central
system. Another relevant question in this biological approach is related
to the mechanisms responsible for neurodegeneration that possibly
results in dysfunctions neurochemical circuit activity. In this case, early
identification of molecular alterations, associated to this process, has
been even more important for the understanding of biological basis
related to behavioral deficits normally associated to aging and/or to
several neuropathologies. A common mechanism that neuronal cells
suffer due to acute injuries is unchained by the excitotocity, a
phenomenon that becomes unchained when there is an excess of activity
of glutamate receptors, which induce a series of intracellular processes
possibly associated with neurodegeneration. There is also evidence that
reactive species of oxygen (ex. hydrogen peroxide) as much in aging as
in chronic alcoholism and in various neurodegenerative cerebral diseases
(ex. Parkinson’s and Alzheimer’s disease, etc) seem to be involved with
cell death. On the other hand, some works indicate that food restriction

(FD), that consist in reduction of the habitual caloric quantity, has
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beneficial effects on the organism, probably through a mecanism that
results in decrease of the reactive species of oxigen. It has already been
reported that it acts by increasing the time of life of the animals and
retards the development of degenerative diseases. Protective effects of
FD over central nervous system were shown as a prevention in/or the
reduction of oxidative stress, excitotoxic or metabolic insults, sensorial
and motor deficits and cognitive damage. Among the intracellular
systems involved with the mechanisms of cell death, induced by high
concenrtrations of glutamate and/or reactive species of oxygen, the
process of protein phosphorylation stands out. The reactions of
phosphorylation and subsequently dephosphorylation are catalyzed by
kinase proteins and fosfatases, respectively. They have an important
role in the translation of signs, responsible for a series of cellular events,
such as proliferation and death cell. Alterations in the kinase proteins
and fosfatases are intimately related to various cellular dysfunctions.
The kinase proteins not only phosphorylate their proteic substrates, but
they are also phosphorylated and dephosphorylated being, however,
regulated by phosphorylation, too. The present work is divided into two
parts, which correspond to two different levels of studies. (i) The fist
stage, the independent variables are age, chronic consumption of
ethanol and caloric food restriction. In this stage, adult rats (5 months)
and aged rats (16 months) were used as experimental animal
models, as well as methods of experimental psychological and
biochemistry, to assess aspects of learning and spatial memory and to
determine functional parameters of the central serotoninergic central
system, respectively. In addition, the correlation between behavioral and

biological data was assessed. (ii) In the second stage, the independent

variables are different conditions of neurodegenerative stimuli. Cell
culture of neurons and biochemical methods were used for the study
of the components involved in the mechanisms of cell death. In the first
stage, using wistar rats we observed changes related to age in the
aspects of learning, memory and behavioral extinction in the Morris

water maze. Using the chromatographic method (HPLC= High
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Performance Liquid Chromatography), we verified also the significant
effect of age in the endogenous levels of serotonin (5-HT) and of 5-
hydroxyindole acetic acid (5-HIAA) in the neocortex, hippocampus,
thalamus and dorsal raphe nucleus (DRN). The middle-aged subjects
succeeded in learning the behavioural task, albeit with significantly
worse performance when compared to adult animals. Aging also had
significant main effects on memory and extinction. An age-dependent
decrease in 5-HIAA levels was observed in both hippocampus and dorsal
raphe nucleus (DRN). The decrease in DRN 5-HIAA was paralleled by a
decrease in 5-HIAA/5-HT ratio in this brain area, which was significantly
correlated to the animals’ spatial memory performance and behavioural
extinction. In addition, using middle-aged rats, a 2x2 factorial study was
carried out to examine the effects of food restriction and chronic ethanol
consumption on rat’s performance in a spatial behavioural task and on
central serotoninergic parameters. None of these two treatments had a
significant effect on the behavioural and biochemical parameters
assessed, with the exception of extinction index, which was significantly
affected by ethanol consumption. Long-term ethanol ameliorated the
impairment in behavioural flexibility caused by aging. The data of the
first stage were published in the journal “"Behavioral Brain Research” in
2007. In the second stage of the study, using primary culture of cortical
neurons, we investigated the involvement of molecular components of
cytoskeletal elements, tau protein, and the system of translation of
signs, MAPKs and GSK3, mechanism of two neurotoxic factors: i) high
concentration of glutamate and, ii) oxidative stress, provoked by
hydrogen peroxide. The phosphoproteins were separated by gel
electrophoresis and identified with antibodies, by immunofluorescence,
through the Western blot technique. The quantitative analyses were
done by densitometer. As first step, we confirmed data of literature
which showed that a high concentration of glutamate as well as
hydrogen peroxide caused significantly loss of cortical neurons. In
addition, we added information, showing that these effects are

dependent on incubation time. The next step was to verify if the high
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concentration of glutamate or hydrogen peroxide had effects on the level
of phosphorylation and/or total concentration of the following classes of
phosphoproteins: tyrosine phosphoproteins, isoforms of phosphoproteins
tau, and kinase phosphoproteins. Hydrogen peroxide as well as
glutamate provoked an increase in the dephosphorelated form of tau
protein. However, the effects of glutamate and of hydrogen peroxide
differed and the affected aims, tau isoforms changed and besides that, if
we consider the curve of time of the effects caused by the two
treatments (glutamate and hydrogen prpxide), we verified that the
glutamate induces an increase of the dephosphorolated form in a
temporarily different way from hydrogen peroxide. Both stimuli provoke
specification alterations, these being dependent effects of time in sub
classes of MAPKs. Some of these effects are dysfunctions in components
of the phosphorylation systems relation only with conformation changes,
in other words, the active for inactive form or vice verse and, others;
result in alterations in the expression of important phosphoproteins of

the cellular signal systems, possibly, relate with cell death.
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A primeira etapa do presente estudo foi realizada no Laboratério de
Neurociéncia Comportamental e Molecular (LaNeC-UFMG). Com o apoio
do CNPq, através de uma “bolsa de doutorado sanduiche”, a segunda
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Psiquiatria da Universidade de Londres, através de projeto em
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INTRODUCAO GERAL

ENVELHECIMENTO CEREBRAL

O processo de envelhecimento é extremamente complexo e multifatorial
e, pela sua natureza multidisciplinar, o estudo das bases moleculares
desse fenOmeno tem gerado um grande numero de teorias e uma vasta
literatura (por ex.,Iampolskii e Galimov, 2005; Krause, 2007; Ishii e
cols. 2007; Harman, 1955; Verzar, 1957; Szilard, 1959; Orgell, 1963;
Sheineider, 1987; Beckman e Ames, 1998; Peinado e cols. 2000;
Kowald, 2001). Nesse campo se destacam as teorias estocasticas,
baseadas no acumulo aleatério de moléculas com alteracdes estruturais
ou funcionais, e as teorias ndo-estocasticas relacionadas com
mecanismos programados no genoma de cada organismo (Lukiw, 2007;
Lee e cols. 2006). Dentre as teorias estocasticas incluem-se as
seguintes: radicais livres, lesdao mitocondrial, alteracdao do colageno,
lesdo de membrana, mutacdo genética e “erro catastréfico” na sintese
de proteinas, e as teorias neuroenddcrina e imunoldgica (Letiembre e
cols. 2007). Com relacdao as nao-estocasticas podemos mencionar a
teoria da senescéncia programada, proposta por Hayflic (1968), que se
baseia na deterioracdo do programa genético que regula o
desenvolvimento celular.

Durante o processo de envelhecimento ocorrem diversas alteragcoes
macro e microscopicas no encéfalo que incluem o peso e o volume do
orgdo, o aspecto dos giros e sulcos, o volume dos ventriculos, o
tamanho e o numero dos neurdnios. A extensdao da ramificacao
dendritica, o nUmero de espinhos e de sinapses, o acUmulo de pigmento
de lipofuscina nos neurbnios e células gliais, e o aparecimento de
modificacdes microscédpicas caracteristicas, quais sejam, as placas senis,
os enovelamentos ou emaranhados neurofibrilares, a degeneracgao
granulo-vacuolar, os corpos de Hirano e a angiopatia amildide cerebral
(Martin, 2006; Mattson, 2007; Scahill e cols. 2003).
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Existe uma proposicado de que os diversos fatores que produzem
neurodegeneracdao o fazem através de processos diferentes, que
culminam em uma via comum de cascata de sinalizagdao que resulta na
morte celular. Essas perdas celulares no sistema nervoso central (SNC)
podem se manifestar como disfungcdes comportamentais, como por
exemplo, déficits cognitivos. Portanto, o estudo dos mecanismos
responsaveis pela neurodegeneracdao e a identificagdo precoce de
alteracdes moleculares, tem sido cada vez mais importante para a
compreensdao das bases bioldgicas relacionadas com as alteracdes
comportamentais normalmente associadas com o envelhecimento e/ou
com as diversas neuropatogias. Alteracdes celulares e fisioldgicas que
acompanham o processo de envelhecimento parecem ter efeitos
pronunciados sobre doencas neurodegenerativas. Existe uma proposta
de que alteragdes celulares, provocadas por fatores ambientais e ou
genéticos, as quais acontecem ao longo do envelhecimento, aceleram a
progressao de processos neurodegenerativos com disfungdes cognitivas,
associadas ou ndo com sintomas de deméncia (Troulinaki e
Tavernarakis, 2005).

Varios fatores externos, como o consumo cronico de etanol, podem ser
responsaveis por danos celulares relacionados com o envelhecimento
(Pfefferbaum e cols. 2006). Tem sido reconhecido que algumas
alteracdes neuropatoldgicas observadas devido ao consumo crbénico de
etanol sdo comuns aquelas encontradas no processo de envelhecimento
(Borges e cols. 1986). Por outro lado, Krazem e cols. (2003),
mostraram que, animais idosos, consumindo etanol cronicamente
tiveram melhoras em déficits cognitivos normalmente associados com o
envelhecimento, enquanto que, os efeitos crénicos do etanol foram
prejudiciais para animais adultos avaliados em tarefas de aprendizado e

memoria.
Existem também evidéncias de que o consumo cronico de etanol induz a

producao de radicais livres, causando danos celulares oxidativos (Vallett
e cols. 1997). Alguns estudos tém mostrado que os radicais livres
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contribuem para a acao do etanol no SNC, principalmente em individuos
idosos (Calapai e cols. 1996). O papel do estresse oxidativo na
neurotoxicidade induzida pelo etanol também é reforcado por resultados
gue mostram um efeito benéfico de terapias anti-oxidantes durante a

exposicdo ao alcool (Baydas e Tuzcu, 2005).

Por outro lado, a restricao alimentar parece proteger o SNC dos efeitos
relacionados com o envelhecimento (por ex., Eckles-Smith e cols. 2000;
Mattson e cols. 2003; Prolla e Mattson, 2001). Apesar das
controvérsias, alguns estudos sugerem que uma diminuicdo da taxa de
producao de espécies reativas de oxigénio € um dos efeitos responsaveis
pelo papel protetor da restricao alimentar. A restricao alimentar parece
diminuir o estado oxidativo e danos em lipidios, proteinas e
especialmente no DNA mitocondrial, podendo também diminuir
mutacoes no DNA e, portanto, apresentar um efeito benéfico durante o
envelhecimento (Barja, 2004a; Barja, 2004b; Gredilla e Barja, 2005).

Existem evidéncias de que os sistemas de regulacdo celular do fon Ca*?
estdao comprometidos nos individuos idosos sendo responsaveis por
disfungdes sinapticas, prejuizos na plasticidade celular e degeneracao
neuronal (por ex., Raza e cols. 2007). Os efeitos adversos da idade na
regulacdo neuronal de Ca*? estdo sujeitos a modificacbes genéticas
(p.ex. mutacdoes em presenilinas, alfa sinucleinas, huntingtina, Cu/Zn
superéxido dismutase e isoformas da apolipoproteina E) e também a
fatores ambientais (dieta alimentar, exercicios, exposicdo a toxinas,
drogas, etc.) os quais podem causar ou afetar o risco de doencas
neurodegenerativas (Mattson, 2007).

Dados obtidos por varios autores apontam para diferentes tipos de
disfungdes sindpticas causadas pelo envelhecimento, entre essas
disfuncbes destacam-se as alteracdes na neurotransmissao e em
componentes de sistemas de traducdo de sinais, como por exemplo,
proteinas cinases (por ex., Smith e cols. 2007; Williams e cols. 2007;
Lee e cols. 2006). Varios sistemas neurotransmissores sao afetados
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pelo envelhecimento, como por exemplo, serotoninérgico,
glutamatérgico, aminérgico e colinérgico (Ossowska, 1993; Stong, 1998;
Barili e cols. 1998; Francis e cols. 1999; Stemmelin e cols. 2000).
Sabe-se que, existe uma interacdo entre o sistema colinérgico e
serotoninérgico, indicando uma modulagdo conjunta em processos de
aprendizado e memoria (Richter-Levin e Segal, 1993; Little e cols.
1995; Steckler e Sahgal, 1995). Alguns autores observaram que o nivel
de serotonina cerebral esta alterado no envelhecimento, tanto em seres
humanos como em animais de laboratério (Luine e Hearns, 1990;
Steinbusch e cols. 1990; Meltzer e cols. 1998).

Estudos com animais tém demonstrado um envolvimento do sistema
serotoninérgico nas disfungdes cognitivas relacionadas com o
envelhecimento (Luine e Hearns, 1990; Normile e Altman, 1992;
Gottfries, 1993; Flood e cols. 1993; Fontana e cols. 1995; Levkovitz e
cols. 1994; Little e cols. 1995) e com o consumo cronico de etanol
(Martin e cols. 1995).

I-PARTE 1I: EXPERIMENTOS COM MODELO EXPERIMENTAL
ANIMAL

Envelhecimento, consumo crénico de etanol e restricao caldrica: efeitos

sobre o aprendizado e memoéria espacial e parametros serotoninérgicos

centrais em ratos Wistar.

I.1 INTRODUCAO:

APRENDIZAGEM, MEMORIA E EX TINCAO

Kandel e cols. (1997), (Kandel e Schwarts, 1987), descrevem que a
aquisicdo, o armazenamento e a evocacao de informacdao sao os

aspectos centrais nos processos de aprendizagem e memoria. Em

conjunto, estes trés fatores se constituem em processos adaptativos ao
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meio ambiente com claro significado bioldgico. E extremamente dificil
definir aprendizagem e memodria e, em geral, estes processos sao
inferidos a partir de alteracdes do comportamento e ndao sao medidos
diretamente. Conforme esses autores, uma das definiches correntes
indica que o aprendizado é uma modificacdo do comportamento, como
resultado de uma experiéncia ou a aquisicao de um novo conhecimento
acerca do meio. A memoria € a retengao deste conhecimento por um
determinado tempo. De maneira geral, 0os mecanismos cerebrais de
memoria e aprendizagem estado ligados a processos neurais responsaveis
pela atengdao, motivacdo e outros processos neuropsicoldgicos de forma
gue perturbacdes nos mesmos afetam de alguma forma o aprendizado e

a memoria.

Em estudos sobre aprendizagem e memboria, o intervalo de tempo sob o
gual determinada informacao pode e deve ser arquivada pelo sistema de
memoaria, caracteriza-se como um fator de controvérsias na literatura.
Durante algum tempo considerava-se a existéncia de dois sistemas de
memoria: o sistema de curta duracdo, responsavel pelo arquivamento
temporario de informacdes e o sistema de longa duracdo, responsavel
pelo arquivamento de informacdes por periodos mais longos (Santos,
1996). Segundo outros autores (Olton, 1979; Olton e Papas, 1979), o
tempo cronoldgico ndo seria o fator determinante sobre a manutencao
ou nao de uma informagcao, mas sim o processamento inicial que a
originou. Informacgdes apresentadas em contextos temporais especificos
seriam manipuladas por um sistema de memodria denominado
operacional (ou memoria de trabalho), sendo as informagdes mantidas
por periodos de tempo durante os quais fossem relevantes, devendo ser
posteriormente apagadas para evitar a sobrecarga do sistema.
InformacgOes que sao utilizadas em diferentes situacdes e que, portanto,
independem do contexto especifico sob o qual foram adquiridas, seriam
arquivadas sob a forma de memodria de referéncia, e poderiam ser
arquivadas por diferentes intervalos de tempo, ou até mesmo por toda a

vida do individuo (Walker e Olton, 1984). Outras correntes, baseadas
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em experimentos realizados principalmente com primatas, humanos e
nao-humanos, descrevem ainda outros tipos de memodria a declarativa,
p.ex. a episodica de fatos, e a ndo declarativa, p.ex. a procedural
(Squire, 1982; Squire, 1987; Squire e Zola-Morgan, 1991; Squire e
Knowlton, 1995).

Estudos de memoria em modelo experimental freqlientemente utilizam a
idéia de uma memodria de trabalho (curto prazo) e uma memodria de
referéncia (longo prazo). Nesses estudos, a memodria de trabalho é
definida como a recuperacgao de informagdes adquiridas para a utilizagao
em uma Unica tentativa em um experimento, mas ndo para tentativas
subseqientes. Por outro lado, a memodria de referéncia é definida como
a recuperacdo de informagdes que sdo Uteis por varias tentativas em
sessOes (ou dias) sucessivas, normalmente, por todo o experimento
(Honig, 1978).

Durante a “extingdo” de um comportamento previamente adquirido a
freqiéncia de resposta anteriormente estabelecida diminui resultando
em mudancas comportamentais de longa duracdo (Lattal e Abel, 2001).
A extincdo de um comportamento tem sido considerada um novo
aprendizado que se sobrepde a um antigo e estad relacionada a
flexibilidade comportamental do individuo (Bouton, 2002). Pouco se sabe
sobre o mecanismo molecular responsavel pela extincdo de um

comportamento.

Guan e cols (Guan e cols. 2002), mostraram evidéncias indicando que a
memoria de curto prazo envolve a modulagao de canais ibnicos e outros
substratos protéicos pela acdo de segundo mensageiros citoplasmaticos.
A modulacao desses canais envolve alteragao da excitabilidade de
neurdnios especificos e liberagdo de neurotransmissores de seus
terminais. Enquanto que a memodria de curta duracdo resulta de
modificacdes covalentes em proteinas preexistentes, a memoria de

longa duragao requer um processamento de sintese protéica. Admite-se
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também, que a ponte entre os processos de curta e longa duracdo seja
feita pelos sistemas de segundo mensageiro, como adenosina
monofosfato ciclico (AMPc), que também sdo potentes ativadores da
sintese protéica. Parece que o aprendizado esta associado a mecanismos
gue aumentam a eficiéncia sinaptica e que o processo de fortalecimento
de conexdes sinapticas pode implicar na ativacdo de sinapses
previamente latentes (Kandel e cols. (1997).

PROCESSO DE ENVELHECIMENTO E DISFUNGCOES COGNITIVAS

Alteracdes celulares e fisiolégicas que acompanham o processo de

|Il

envelhecimento “normal” parecem ter efeitos pronunciados sobre
processos neurodegenerativos. Apesar dos grandes avancos cientificos
nessa area, os mecanismos moleculares que representam uma interface
entre envelhecimento e patologias neurodegenerativas continuam
obscuros. Existe na literatura uma proposta de que alteragdes celulares,
provocadas por fatores ambientais e ou genéticos, os quais acontecem
ao longo do envelhecimento aceleram a progressao de processos
neurodegenerativos com  disfungdes cognitivas  (Troulinaki e

Tavernarakis, 2005).

Muitas das caracteristicas histoldgicas da Doenca de Alzheimer (DA) e da
Doenca de Parkinson sao também encontradas, em menor propor¢do, no
envelhecimento “normal” e o perfil das alteracdbes de sistemas
neurotransmissores nestas doencas parece representar uma
exacerbacao daquele encontrado no envelhecimento (Troulinaki e
Tavernarakis, 2005). Existem evidéncias de que alteragdes em
componentes moleculares de processos bioquimicos podem estar
relacionadas com o desenvolvimento de alteracdes neurodegenerativas
associadas ou ndo com sintomas de déficits cognitivos (de Magalhaes e

Sandberg, 2005). Apesar dos varios estudos para o entendimento das
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bases bioldgicas relacionadas com as disfuncdes cognitivas no

envelhecimento, varios pontos ainda continuam sem explicacdo.

A partir de certa idade, individuos idosos relatam pequenos
esquecimentos relacionados a sua vida diaria, como dificuldades de
lembrar nomes ou palavras, perda de objetos, ou erros ao cumprir uma
rotina familiar de comportamentos. Estudos tém mostrado que pessoas
idosas apresentam desempenho significativamente prejudicado em
tarefas de memodria episddica de curto prazo (Verhaeghen e Marcoen,
1993) e dificuldade em identificar a fonte de uma dada informacao
lembrada. Ja foi sugerido que os problemas mnemonicos dos idosos se
devem a diminuicdo da velocidade de processamento mental, o que
prejudicaria o desempenho em tarefas de memodria de trabalho
(Caggiano e cols. 2006; Salthouse, 1994). Por outro lado, os idosos
apresentam resultados comparaveis aos adultos em testes de
reconhecimento (em oposicao a testes de evocacdo), e em outras
tarefas, como por exemplo, memodria implicita e memodria semantica.
Isto levou a uma sugestdo de que os problemas de memoria ligados a
senescéncia aparecem quando a tarefa exige um processamento mental
auto-iniciado (Mutter e cols. 2006; Craik e cols. 1994). Em outras
palavras, os idosos encontram dificuldades em situagdes que a evocagao

nao é provocada por estimulos presentes no ambiente.

Em modelo experimental, Rodefer e cols (2006), mostraram diferencas
no desempenho de animais idosos em testes de discriminacao. Outros
autores observaram que em testes menos complexos, como a
localizacao de um novo objeto, a habilidade cognitiva em animais idosos
nao é influenciada nem pela mudanca do tipo de objeto nem pela
combinagao de objetos. No entanto, a memdria espacial destes animais,
na identificacdo de dicas distais, se encontrava prejudicada (Murai e
cols. 2007).
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O estudo de diferengas individuais em habilidades de aprendizado tem
sido objetivo de pesquisas em roedores e humanos, uma vez que existe
uma grande variabilidade entre os individuos. Essa variabilidade no
desempenho em tarefas cognitivas parece ainda maior na populagao
idosa (Rapp e Amaral, 1992). Topic e cols. (Topic e cols. 2005)
verificaram que o sub-grupo de animais idosos que apresentaram pior
desempenho na aquisicdo de uma tarefa espacial também mostrou
diferenca significativa no comportamento de extingdo. Shulz e cols.
(Schulz e cols. 2004) observaram que o comportamento de extingao,
medido em tarefas de nado forcado, é diferente quando comparado aos

animais adultos.

SISTEMAS NEUROTRANSMISSORES COM ENFOQUE NO SISTEMA
SEROTONERGICO E DISFUNGCAO COGNITIVA E ENVELHECIMENTO

Trabalhos apontam para diferentes tipos de alteracdbes em sistemas
neurotransmissores durante o processo de envelhecimento, como
alteracdes em parametros serotoninérgico, glutamatérgico, aminérgico e
colinérgico (Ossowska, 1993; Strong, 1998; Barili e cols. 1998; Francis
e cols. 1999; Stemmelin e cols. 2000). Um dos sistemas mais bem
estudados com relagcao ao processo de envelhecimento é o colinérgico
(Decker, 1987; Muller e cols. 1991). Embora exista controvérsia sobre
guais neurotransmissores desempenham papel importante nas funcoes
cognitivas (Mason e Fibiger, 1979; Arendt e cols. 1983), alguns
pesquisadores consideram o sistema colinérgico, pois, uma hipofuncdo
desse sistema é comumente encontrada no idoso com alteracoes
cognitivas (Hodges e cols. 1995). Sabe-se também que existe interagdo
entre o sistema colinérgico e serotoninérgico, indicando uma possivel
modulagdo conjunta em processos de aprendizado e memodria (Richter-
Levin e Segal, 1993; Little e cols. 1995). Utilizando métodos de lesdes
especificas do sistema serotoninérgico, Barnes e Sharp (Barnes e Sharp,

1999), mostraram que esse sistema parece estar envolvido com
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processos de aprendizado e memodria. Existem também evidencias de
gue alteracdes na liberacdo de serotonina (5-HT) resultam em
disfuncdes cognitivas em ratos (Santucci e cols. 1996). No entanto,
comparado ao sistema colinérgico, relativamente poucos estudos tém
focado o sistema serotoninérgico e sua possivel relagcdo com aspectos de

disfungdes cognitivas normalmente encontradas no idoso.

O SISTEMA SEROTONINERGICO

A serotonina (5-HT) tem implicagbes na regulagdao de numerosos
comportamentos, incluindo sono-vigilia, ritimo circadiano, alimentacao,
memoria, humor e cognicdo e resposta ao abuso de drogas,
processamento emocional (Buhot e cols. 2000; Jacobs e Fornal, 1999;
Leonard, 1996; Morin, 1999; Thase, 2000; Buhot, 1997; Ericsson e cols.
1996; Julius, 1998; Jacobs e Azmitia, 1992).

Este neurotransmissor € uma amina biogénica (5-hidroxitriptamina),
tendo um papel proeminente na evolugao da fisiologia de vertebrados e
invertebrados (Turlejski, 1996). A figura 01, apresentada abaixo,
representa um esquema de um terminal serotoninérgico. Na via de
sintese da 5-HT, o triptofano sofre uma hidroxilacdo, através da
triptofano hidroxilase, sendo transformado em 5-hidroxitriptofano, o
qual é entdao descarboxilado por uma descarboxilase produzindo 5-HT. A
5-HT pode atuar em receptores presentes nas células pré e pods
sindpticas. O neurotransmissor é degradado pela monoamina oxidase
(MAO) no seu principal metabdlito que é o acido 5 hidroxi-indolacético
(5-HIAA) ou é recaptado para dentro do terminal pré-sinaptico, por acao
de proteinas transportadoras (Cooper e cols. 1996; Van Haard e Pavel,
1988). O sistema serotonérgico estd amplamente distribuido por todo
cérebro e medula espinhal, particularmente em areas que recebem

estimulos sensoriais (Jacobs e Azmitia, 1992).
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FIGURA 01:

Esquema de um neurdnio serotoninérgico mostrando os processos de sintese e
degradacdao do neurotransmissor (5-HT), assim como, a sua re-captagao
(transporte) pelo terminal pré-sindptico e sua acao sobre receptores pré e pos-
sindpticos. 5-HT= serotonina; 5-HIAA= 4&cido 5-Hidroxi-indolacético; TRP=
Triptofano; 5HTP= Triptamina (M. Victoria Puig Velasco, 2004).

O tronco encefalico é formado pelo bulbo, ponte e mesencéfalo, e situa-
se entre a medula e o diencéfalo. O tronco possui nucleos bem definidos
(os nucleos sensitivos e motores dos nervos cranianos), feixes de fibras
nervosas descendentes e ascendentes (tratos, fasciculos e lemniscos) e
uma formacao especial que preenche o resto do tronco denominado de
formacao reticular. Os principais nucleos presentes na formacdo reticular
sdo: nucleos da rafe: neurbnios ricos em serotonina; lécus ceruleo:
neurdnios ricos em noradrenalina; substancia cinzenta periaquedutal:
neurdnios ricos em gama-aminobutirico (GABA); area tegmental ventral:
neurdnios ricos em dopamina (Halliday e cols. 1995; Behbehani e cols.
1990).
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Os nucleos da rafe sao divididos em dois grupos: superior e inferior. A
parte superior divide-se em nucleo dorsal da rafe (NDR) e nucleo medial
da rafe (NMR) os quais estdo localizados no mesencéfalo e ponte
superior. Sendo estes dois nucleos, NDR, e NMR, considerados nucleos
da rafe mesencefalicos. Estes dois nucleos fazem projecdes para o
proprio tronco cerebral, diencélafo e telencéfalo (Halberstadt e Balaban,
2003; Abrams e cols. 2004). A divisdo da parte inferior inclui os nucleos
da rafe obscuros (ROb), rafe palidos (RPa) e rafe magno (RMg)
localizados no bulbo e na parte caudal (inferior) da ponte (Jacobs e
Azmitia, 1992). Os nucleos inferiores enviam projecdes descendentes

para o proprio tronco cerebral e medula espinhal.

Projecoes ascendentes dos nucleos da rafe inicialmente se relinem em
feixes de fibras serotoninérgicas no mesencéfalo anterior divergindo
dentro de diferentes redes para entdo inervar suas estruturas alvos. As
principais estruturas alvos dessas fibras s3ao o bulbo olfatério,
hipotalamo, talamo, area septal, estriato, hipocampo e cortex cerebral
(Vertes, 1991; Araneda e cols. 1989). A grande maioria dos neuronios
contendo 5-HT no SNC estd agrupada ao longo da linha média do tronco
cerebral na parte rostral (superior) e caudal (inferior) dos nucleos da
rafe (Halberstadt e Balaban, 2003).

As acles intracelulares da 5-HT s3dao mediadas através de diversas
familias de receptores ligados a membrana. Existem pelo menos sete
subfamilias distintas de receptores (5-HT;-5-HT;), contendo pelo menos
14 subtipos de receptores (Barnes e cols, 1999). Com excecao do
subtipo do receptor 5-HTs3, (R 5-HT3), 0s outros receptores sao
acoplados a proteina-G influenciando uma grande variedade de sistemas
efetores intracelulares. O receptor 5-HT3; € o Unico entre os receptores
monoaminicos que funciona como canal i6énico acionado por ligantes.
SISTEMA SEROTONERGICO, MEMORIA E ENVELHECIMENTO
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Existem evidéncias de que o sistema serotoninérgico esta envolvido em
processos mnemonicos (Nabeshima e cols. 1992; Quartermain e cols.
1993; Staubli e Xu, 1995), embora deva ser considerado que alguns
autores ndo observaram nenhum papel do sistema serotoninégico na
memoria de trabalho espacial (Jédkald e cols. 1993) e que danos
seletivos no sistema serotoninérgico parecem nao ser suficientes para
prejudicar o desempenho em tarefas que envolvem memoria recente
(Ricaurte e cols. 1993). Por outro lado, outros autores mostraram
evidencias do envolvimento do sistema serotoninérgico tanto na
memoria de longo como de curso prazo (Meneses, 2007). A formacgao
hipocampal é uma estrutura crucial para o aprendizado e memoria
espacial (Van der Zee e cols. 1995), e a 5-HT juntamente com outros
neurotransmissores parece ter um importante papel nestes processos
(Van der Zee e cols. 1995; Luine e Hearns, 1990).

O hipocampo e o cértex possuem um importante papel em fungdes
cognitivas. O mecanismo bioldgico através dos quais essas duas
estruturas interage para processar uma informagao e formar uma
memoria continua obscuro. O que se sabe é que existe forte
interconecgbes entre o hipocampo e o cortex e essa integragdo, em
parte, € mediada através de nucleos do talamo (Bokor e cols. 2002;
Vertes, 2002; Wouterlood, 1991). Essas tres regides, cortex, hipocampo
e talamo possuem terminais serotonérgicos (Bennett-Clarke e cols.
1996; Morgane e cols. 2005).

Alteracdes no sistema serotoninérgico estdo bem documentadas no
envelhecimento e na doenca de Alzheimer (Steinbusch e cols. 1990;
Davidoff e Lolova, 1991; Van Luijtelaar e cols. 1992; Grad e
Rozencwaig, 1993; Richter-Levin e Segal, 1993; Venero e cols. 1993).
Alguns autores observaram que o nivel de serotonina esta alterado no

envelhecimento, tanto em seres humanos como em animais de
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laboratodrio (Luine e Hearns, 1990; Steinbusch e cols. 1990; Meltzer e
cols. 1998).

Muitos dos comportamentos mencionados acima mudam com a idade, e
essas mudancas podem estar relacionadas com alteragdes no sistema
serotonérgico (Bliwise, 2000; Meltzer e cols. 1998; Reynolds, III e
Kupfer, 1999). Estudos utilizando modelo experimental tém
demonstrado uma vulnerabilidade do sistema serotonérgico com a
idade. Fibras serotoninérgicas com anormalidades morfoldgicas tém sido
relatadas no cortex prefrontal e frontoparietal, estriato, talamo,
hipotalamo, hipocampo, mesencéfalo e medula espinhal de ratos idosos
(Behan e Brownfield, 1999; Crow e cols. 1984; Meltzer e cols. 1998;
Rosier e cols. 1996).

Varios autores, usando animais, mostraram um envolvimento do sistema
serotoninérgico nas disfungdes cognitivas relacionadas com o
envelhecimento (Luine e Hearns, 1990; Normile e Altman, 1992;
Gottfries, 1993; Flood e cols. 1993; Fontana e cols. 1995; Levkovitz e
cols. 1994; Little e cols. 1995) e com o alcoolismo (Martin e cols.
1995). Por exemplo, Meneses e cols. (2004), sugeriram que a expressao

de receptores serotoninérgicos é alterada durante o envelhecimento.

Embora o efeito da idade relacionado com varios neurotransmissores
tem sido investigado, ainda nao estad totalmente claro se o sistema
serotoninérgico se altera no hipocampo durante o envelhecimento.
Estudos em ratos tém mostrado alteragcbes morfoldgicas no giro
denteado relacionadas com a idade, envolvendo perdas de fibras
serotoninérgicas no hipocampo. Esses estudos utilizando técnica imuno-
citoquimica com anticorpo contra 5-HT para avaliar a densidade de fibras
serotoninérgicas em sub-regides do hipocampo de animais adultos e
idosos, mostraram reducao da densidade de fibras serotoninérgicas nas

regioes CA1 e CA3 de animais idosos (por ex.,Keuker e cols. 2005).
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RADICAIS LIVRES, RESTRIGCAO ALIMENTAR E ENVELHECIMENTO

Dentre as teorias sobre o envelhecimento, a teoria dos radicais livres, é
uma das mais conhecidas e é considerada por muitos pesquisadores a
explicacdo mais convincente para varias das alteragdes degenerativas
associadas com o envelhecimento (Nohl, 1993; Fukagawa, 1999);
Kraise, 2007). Além disso, ha evidéncias sugerindo ligacdes entre a
teoria dos radicais livres e outras teorias do envelhecimento (como por
exemplo, lesdo mitocondrial, alteracao do colageno, lesdo de membrana
e mutagao génica). Entretanto, apesar do grande numero de dados que
sugerem uma associacao entre lesao oxidativa e envelhecimento, nao
existe ainda evidéncias diretas e definitivas que comprovem a
associacao entre marcadores de lesOes oxidativas cerebrais e o processo
de envelhecimento (Nohl, 1993; Fukagawa, 1999).

Evidéncias experimentais indicam que os metabdlitos reativos do
oxigénio, denominados espécies reativas de oxigénio (ROS= reactive
oxigen specie) os quais incluem os radicais livres de oxigénio, como por
exemplo, o superéxido (Oy), o radical hidroxila (OH') e o perdxido de
hidrogénio (H»0,), sdao importantes mediadores de danos em diversos
tecidos e 6rgaos (Sohal e cols. 1994; Sohal e Weindruch, 1996; Zhu
e cols. 2005). Estas espécies reativas podem ser geradas no citoplasma
das células, em mitocondrias ou no nucleo das células. A concentragao
intracelular de radicais livres pode ser aumentada pela maior geracao
desses radicais ou pela deficiéncia dos mecanismos antioxidantes e
existem evidéncias de que no envelhecimento, além de ocorrer um
aumento na producdao de formas oxidantes, observa-se também uma
diminuicdo significativa no poder redutor das células o que leva a um
desequilibrio metabdlico (Chaves e cols. 1998; Williams e Chung,
2006).
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Estudos sugerem que uma diminuicdo da taxa de producdao de espécies
reativas de oxigénio é um mecanismo comum que ocorre com a
restricao alimentar em animais. A restricao alimentar parece diminuir o
estado oxidativo e danos em lipidios, proteinas e especialmente no DNA
mitocondrial, podendo também diminuir mutacdes no DNA e o efeito do
envelhecimento (Barja, 2004a; Barja e Herrero, 2000; Gredilla e cols.
2001; Gredilla e Barja, 2005). De acordo com alguns autores a restricao
alimentar atrasa mudancas fisioldgicas relacionadas com a idade,
diminui a incidéncia de cancer e aumenta a longevidade em mamiferos.
Alguns trabalhos indicam que a restricao alimentar, que consiste em
uma reducgao do aporte caldérico habitual, tem efeitos protetores sobre o
SNC, como prevencao e/ou reducao do estresse oxidativo (Dubey e cols.
1996; Prolla e Mattson, 2001), de insultos excitotdxicos ou metabdlicos,
déficits sensoriais e motores e prejuizos cognitivos (Ingram e cols.
1987; Bruce-Keller e cols. 1999).

Em animais, o efeito da RA sobre as células parece aumentar a
resisténcia dos neurdnios a alteragdes relacionadas a neurodegeneragao,
associada ao envelhecimento (Bruce-Keller e cols. 1999; Duan e
Mattson, 1999; Yu e Mattson, 1999). Yu e cols (1992), mostraram que
os beneficios induzidos pela RA em roedores estdo relacionados com

uma melhora do estresse oxidativo mitocondrial.

Outros estudos, realizados em ratos, tém apresentado evidéncias da
relacdo entre RA e a producao de ROS (Gredilla e cols. 2001; Lépez-
Torres e cols. 2002; Drew e cols. 2003; Judge e cols. 2004; Ramsey e
cols. 2004; Sanz e cols. 2005; Bevilacqua e cols. 2005). Estes
investigadores utilizam 40% da RA, e demonstraram que a RA usada por
longo periodo de tempo (mais de quatro meses) leva a uma diminuicdo
significativa da taxa de geracdo de ROS nos tecidos incluindo, musculo
esquelético, figado, rins, coracao e cérebro; ao passo que, a RA utilizada

por um periodo de tempo menor (algumas semanas ou no maximo 4
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meses), essas diferencas podem algumas vezes nao ser detectadas
(Gredilla e Barja, 2005).

Apesar dos estudos descritos acima indicarem um papel benéfico da
restricao alimentar, outros autores (Carney e cols. 2004; Lederman e
Rosso, 1980) ndo observaram esses efeitos e, portanto, esse é um
assunto que precisa ser melhor esclarecido. Considerando as
controvérsias descritas na literatura com relagdo aos efeitos benéficos da
RA, conclui-se que esse efeito sobre o processo de envelhecimento

cerebral continua obscuro.

Existem evidéncias de que outra classe de espécie reativa denominada
espécie reativa de nitrogénio (RNS=reactive nitrogen species), o 6xido
nitrico (NO) também estd envolvido com processos fisioldgicos e
patologicos (Ledo e cols. 2004). O NO é um importante mensageiro
bioldgico em varios sistemas de sinalizagdo celular incluindo o tecido
nervoso e alteracdes no sistema envolvido com sua producao parecem
estar relacionadas com processos neurodegenerativos (Ledo e cols.
2004). O NO, o qual é sintetizado através do nitrogénio guanidinico da
L-arginina pela 6xido nitrico sintase, estimula a producdo de GMPc
(Bredt e cols. 1990). O NO atuando como mensageiro molecular a nivel
cerebral, parece ter um papel consideravel na memodria e no
aprendizado, em particular na via de sinalizacao ERK/CREB. O NO é
também um agente neuroprotetor, e multiplos mecanismos tém sido
demonstrados contribuir para a sobrevivéncia das células; como os
niveis de antioxidante e fatores troficos os quais sdo reduzidos com a
idade (Siles e cols. 2002). Pequenas moléculas podem mimetizar a
atividade do NO, incluindo os doadores de NO, levando assim a uma
melhora na cognicdo e promogao da neuroprotecdo. Existem evidéncias
diretas demonstrando que a peptideo B-amildide, envolvida com
processos neurodegenerativos, leva a uma diminuicao da Vvia
NO/cGMP/CREB. No entanto evidéncias sugerem que o NO pode

desempenhar um papel independente da ativacao da guanilato ciclase e
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producao de cGMP, como por exemplo, pode operar em multiplas vias de
sinalizacdo bioguimicas para assegurar a sobrevivéncia de neur6nios em

pessoas expostas ao estresse (Thatcher e cols. 2006).

Em ratos com sindrome metabdlica induzida por dieta alimentar, a
presenca do estresse oxidativo e seu impacto no metabolismo do NO
parecem estar bem estabelecidas (Barja e cols. 1994; Carney e cols.
1991).

O estresse oxidativo pode ser resultado do excesso de ROS ou da
deficiéncia da capacidade antioxidativa. De acordo com a teoria do
estresse oxidativo, um aumento intracelular na ativacao de proteases e
lipases dependentes de Ca*? levam a um prejuizo na fosforilacdo
oxidativa mitocondrial e geracao de espécies reativas de O, e nitrogénio,
mais especificamente NO, via ativacdo da Ca*? calmodulina cinase que
ativa a enzima oxido nitrico sintase neural (nNOS= neural nitric oxide
synthase) (Choi, 1988; Fadda e Rossetti, 1998).

CONSUMO CRONICO DE ETANOL, MEMORIA E ENVELHECIMENTO

Algumas evidéncias sugerem que o sistema do oOxido nitrico (NO),
mencionado acima, pode estar envolvido com o consumo cronico de
etanol. Por exemplo, Inibidores da oxido nitrico sintase diminuem o
consumo e a preferéncia de etanol em ratos (Calapai e cols. 1996;
Rezvani e cols. 1995). No entanto, outros trabalhos sugerem que os
efeitos comportamentais relacionados ao consumo de etanol nao sao
mediados pelo éxido nitrico (Green e cols. 1997). Sabe-se também que
a oxidacao do etanol no SNC tem sido relacionada com o aumento da
formacao de radicais livres (Ponnappa e Rubin, 2000). Portanto, de
forma semelhante ao processo de envelhecimento, existe uma hipotese

de que os efeitos deletérios causados pelo consumo cronico de etanol
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podem estar relacionados a um aumento na producdao de espécies

reativas de oxigénio e nitrogénio (Calapai e cols. 1996).

Varios trabalhos tém mostrado que o consumo crénico de etanol, ainda
gue nao correlacionado com prejuizos em desempenho intelectual
medido por testes de inteligéncia geral acaba afetando o desempenho
cognitivo em testes neuropsicoldgicos de fungdes mais especializadas
(Ganguli e cols. 2005; Cermak, 1990; Beatty e cols. 1995). Estudos
comparativos demonstraram que os alcoolistas apresentam prejuizos em
processos cognitivos basicos como percepcao (Mergler e cols, 1988),
rapidez e precisao motora (Sullivan e Pfefferbaum, 2005; Sullivan e cols.
2000; York e Biederman, 1988), aprendizagem espacial (Santin e cols.
2000; Oscar-Berman e Zola-Morgan, 1980) verbal (Parsons, 1998;
Dopkins e cols. 1990), atencao seletiva (Garrido e Fernandez-Guinea,
2004; Oscar-Berman e Bonner, 1985) e solucdes de problemas
(Parsons, 1998; Becker e cols. 1986).

Dados da literatura apontam que o consumo cronico de etanol afeta o
funcionamento do cérebro, causando alteracdes em sistemas
neuroquimicos e diferentes disturbios comportamentais incluindo déficits
cognitivos (Fadda e Rossetti, 1998; Pereira e cols. 1998; Santin e cols.

2000) e alteracdo no comportamento exploratorio (Pires e cols. 2001).

Quando associado ao envelhecimento, alguns dados indicam que o
etanol potencia o prejuizo comportamental e cognitivo relacionado com
o envelhecimento (Sullivan e cols. 2000; Ryan e Butters, 1980; Wood e
Armbrecht, 1982; Freund, 1984; DeFranco e cols. 1985). Tem sido
reconhecido que algumas alteragcbes neuropatolégicas observadas
durante o consumo crbénico de etanol sdo comuns aquelas encontradas
no processo de envelhecimento (Borges e cols. 1986). Sabe-se também
que existem semelhancas entre os problemas cognitivos apresentados
por pessoas idosas e alcoolistas cronicos. A partir destas evidéncias,

langou-se a hipdétese de que os efeitos do alcool sobre a cognicdo se
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devem a aceleragdao do processo de envelhecimento cerebral (”hipdtese
do envelhecimento prematuro causado pelo consumo cronico de
alcool”). Varios estudos tém, entretanto, mostrados que os
desempenhos de alcoolistas e idosos apresentam diferencas tanto
guantitativas quanto qualitativas em testes de memoria episddica
(Kramer e cols. 1989), aprendizagem, generalizacao (Oscar-Berman e
cols. 1990), e atencao seletiva (Oscar-Berman e Bonner, 1985). Além
disso, alguns dos danos cognitivos associados ao alcoolismo sao
reversiveis, apos periodos prolongados de abstinéncia (Fein e cols.
2006; Reed e cols. 1992).

Por outro lado, Krazem e cols (2003), encontraram que, em
camundongos, o consumo crénico de etanol restaura o nivel de RNA
mensageiro da neurogranina hipocampal, na pré senescéncia e
senescéncia. Essa proteina esta relacionada com a via de sinalizagao da
Ca*?-calmodulina e parece relacionada com aspectos de memodria e
aprendizado. Esses autores mostraram que, o consumo crbénico de
etanol em camundongos adultos tem efeitos deletérios em processos de
aprendizado e memoria, ao passo que, animais idosos, consumindo
etanol cronicamente tiveram melhoras em déficits cognitivos
normalmente associados ao envelhecimento. A partir desses resultados,
esses autores sugeriram que o consumo moderado de etanol pode ter

influéncia benéfica no aprendizado durante o envelhecimento.

Tanto o consumo de etanol quanto o envelhecimento sdo acompanhados
por reducdao significativa no numero de receptores da 5-
hidroxitriptamina (5-HT1A). Alteracoes nestes receptores podem refletir
alteracdes no cérebro relacionadas as deficiéncias cognitivas observadas
nestas duas condicdoes (Dillon e cols. 1991). Martin e cols, (1995)
mostraram que uma reducdao na concentracdo do metabdlito
serotoninérgico, acido 5-hidroxi-indol-acético (5-HIAA), causada por
tratamento com fluvoxamina, um inibidor da captacao de 5-HT, se

correlaciona com melhoras no desempenho em teste de memoria de
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pacientes alcoolistas crbénicas com diagnodstico de Sindrome de
Korsakoff.

Os niveis de 5-HT estdo alterados no envelhecimento e no alcoolismo,
tanto em seres humanos como em animais de laboratério (Luine e
Hearns, 1990; Steinbusch e cols. 1990; Davidoff e Lolova, 1991;
Yoshimoto e cols. 1992; Van Luijtelaar e cols. 1992; Grad e
Rozencwaig, 1993; Richter-Levin e Segal, 1993; Venero e cols. 1993;
Linnoila e cols. 1994). Em relagdo a 5-HT sao muitas as evidéncias de
gue esse neurotransmissor possui um papel de destaque na modulacao
da ingestdo e ou dependéncia do etanol (Daoust e cols. 1992; Gallant,
1993). Estudos morfoldégicos em alcoolistas cronicos, através da
utilizagdo de técnicas imuno-histoquimicas, demonstraram redugao do
nimero de neurdnios serotoninérgicos do tronco encefalico,
especialmente na formacao reticular pontina caudal e bulbar, onde foi
observada perda neuronal de 80 a 90% (Halliday e cols. 1995; Halliday
e cols. 1993). E possivel que, como outras neurotoxinas, o etanol ou
seus metabodlitos possa causar degeneragao de fibras serotoninérgicas
causando morte celular, sobrepujando a capacidade de reparo dessas
células, apos consumo persistente e repetido de elevadas quantidades

dessa droga.
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I.2 OBJETIVOS

1.2.1 GERAL

Avaliar os efeitos da idade, e os efeitos do consumo cronico de etanol e
da restricao alimentar no envelhecimento, sobre aspectos cognitivos e

neurobioldgicos.

1.2.2 ESPECIFICOS

1. Avaliar os efeitos da idade (adulto e idosos) sobre:

a) aspectos da aprendizagem e memoria espacial e extingdo de um
comportamento adquirido em tarefa espacial;

b) parametros funcionais serotoninérgicos (serotonina, acido 5-
hidroxi-indolacético e a taxa de renovacao desse
neurotransmissor) no nucleo dorsal da rafe, tdlamo, neocértex e

hipocampo;

2. Estudar os efeitos do consumo cronico de etanol e da restricdo

alimentar, durante o envelhecimento, através das avaliagOes dos:

a) aspectos da aprendizagem e memoria espacial e extingdo de um
comportamento adquirido em tarefa espacial;

b) parametros serotoninérgicos (serotonina, acido 5-hidroxi-
indolacético e a taxa de renovacao desse neurotransmissor) no

nucleo dorsal da rafe, télamo, neocdrtex e hipocampo.

3. Estudar a correlacdo entre os parametros bioldgicos e

comportamentais.
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1.3 MATERIAIS E METODOS

MODELO ANIMAL E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram utilizados, inicialmente, 32 ratos Wistar, que chegaram ao
biotério com 3 meses de idade e pesando em média 280 gramas. Esses
animais foram mantidos no biotério, em gaiolas individuais, com ciclos
de 12 horas de claro / escuro. Esses animais foram divididos em 4
grupos (n=8, cada) e submetidos, por 13 meses, aos tratamentos
descritos abaixo, de forma que sua idade, na ocasiao dos testes
comportamentais e sacrificio para os estudos bioquimicos, era de 16
meses. Um més antes dos testes comportamentais um outro grupo de
animais, ratos Wistar (n=8) com trés meses de idade (peso médio =280
gramas), foi introduzido ao experimento. Esse grupo serviu como um
controle do efeito da idade e foi comparado somente ao grupo dos
animais idosos que nao receberam Aagua e racao ad libitum. O
experimento durou 13 meses de tal forma que na época do sacrificio os
animais dos grupos dos idosos estavam com 16 meses e aqueles do

grupo adulto estavam com 5 meses de idade.

Os grupos foram os seguintes:

o Grupo CAI (Controle, Agua, Idoso, n=8): os animais desse grupo
tiveram acesso livre a racdao comercial (Nuvilab) e a agua durante 13
meses;

o Grupo CEI (Controle, Etanol, Idoso, n=8): estes animais tiveram
tratamento igual ao anterior, mas sendo a agua substituida por uma
solucdo de etanol, com concentracao inicial de 5% v/v e aumento
gradativo na concentracdao (5% a cada dois dias) até atingir a
concentracao de 20% v/v. Esta concentragao foi mantida por 13 meses;
a seguir, a concentracao foi gradativamente diminuida (5% a cada cinco

dias), até chegar em 0%.
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. Grupo RAI (Restricdo caldrica, Agua, Idoso, n=8): os animais
deste grupo tiveram livre acesso a agua e a eles era oferecida racao
comercial (Nuvilab) em quantidade que correspondia a metade da média
de consumo individual de racao dos ratos dos grupos CAI e CEI
registrada no dia anterior.

o Grupo REI (Restricdo caldrica, Etanol, Idoso, n=8): os animais
desse grupo foram submetidos ao mesmo tratamento descrito para os
animais do grupo RAI, com excecdo da dieta liquida na qual a agua foi
substituida pela solucdo de etanol seguindo-se o mesmo tratamento
descrito para o grupo CEI.

o Grupo CAA (Controle, Agua, Adulto): estes animais foram

tratados com dagua e racdao (Nuvilab) a vontade e, apds os testes
comportamentais, foram sacrificados (na idade de 5 meses) juntamente

com os ratos dos grupos idosos.

O consumo de liquido de todos os animais foi registrado diariamente. O
peso corporal dos animais dos grupos CAI, CEI, RAI, REI e CAA e o
consumo de racao dos animais dos grupos CAI, CEI e CAA foram

também registrados semanalmente.

Apds os tratamentos descritos acima, os animais dos cinco grupos foram
submetidos a testes comportamentais (conforme descritos abaixo), cuja
duracao foi de 30 dias. Trés dias apds a ultima sessdo dos testes
comportamentais os animais foram sacrificados por decapitacdao e seus
cérebros separados para coleta de amostras a serem utilizadas nos
estudos bioldgicos. Dois animais morreram durante o tratamento, um

do grupo CAI e outro do grupo CEI.
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ESTUDO COMPORTAMENTAL

Os testes comportamentais iniciaram dois dias apdés completa retirada
do etanol. Todos os animais foram submetidos aos testes descritos

abaixo.

LABIRINTO AQUATICO DE MORRIS

Desde sua introdugcao, em 1981, o procedimento descrito por Morris tem
sido muito utilizado no estudo do desempenho de animais, adultos e
idosos, em tarefa que envolve aprendizagem espacial (Clark e cols.
1992; Gage e cols. 1984; Gage e cols. 1989; Gallagher e Burwell,
1989; Rapp e cols. 1987).

A grande vantagem do labirinto aquatico em relagdo a outras técnicas de
estudo de aprendizagem é que ndo depende de privacao alimentar nem
de apresentacao de choques elétricos. Ja foi comprovado que estes dois
procedimentos sdao mais traumaticos para ratos idosos do que para ratos
adultos (Gage e cols. 1984), o que complica a comparacdao do
desempenho das duas faixas etarias, devido a diferencas no nivel

motivacional.

Equipamento: os testes foram feitos em uma piscina circular de fibra de
vidro, com 1,80 m de diametro, contendo agua a 25° C + 2° C até o
nivel de 30 cm. Foi colocada uma plataforma circular (15 cm de
diametro), em acrilico transparente, a 2 cm abaixo do nivel da agua.
Para impedir a localizacao visual da plataforma, a agua foi turvada com
a adicdo de aproximadamente 60g de leite em pd. A piscina estava
colocada numa sala de 3 x 3 m, com painéis e outras pistas visuais na
parede que servem de referéncia para que o animal localize a

plataforma. Uma camera de televisdao com se encontrava fixada no teto,
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bem acima da piscina, e era acionada no inicio de cada tentativa das

sessOes experimentais.

Procedimento: o treino (aquisicao) foi feito a partir do terceiro dia de

completa retirada do etanol e consistiu de 5 sessbes (5 dias)
consecutivas. A plataforma estava localizada em uma posicao constante
no centro de um dos quadrantes (quadrante alvo) e cada rato teve a
oportunidade de fazer quatro tentativas por dia, com rodizio dos
animais, durante cinco dias consecutivos. Cada tentativa consistia em
colocar o animal dentro da piscina, junto & borda, e virado para esta, em
um quadrante aleatoriamente escolhido. Foi registrado o tempo que o
animal gastava para encontrar a plataforma (laténcia). Sempre que o
animal nao encontrava a plataforma em 60 segundos, ele era conduzido
até ela. Depois de encontrar ou ser guiado até a plataforma, o animal
era deixado nela por 20 segundos. O comprimento da trajetdria e o
tempo gasto em cada um dos quadrantes da piscina foram também

registrados.

Teste comprobatdrio: Um dia apds a ultima sessdo de treino, foi feita a
avaliacdo da memodria espacial. Nesse teste a plataforma foi retirada da
piscina e o animal foi colocado na piscina e deixado |& por 2 minutos. E
como mencionado acima, toda a trajetéria do animal foi gravada em
video. Posteriormente, o desempenho foi avaliado exibindo-se a fita de
video, a qual era pausada a cada 2 segundos; media-se entdo, na tela
da televisao, a distancia entre a posicao do animal nagquele momento e o
local onde a plataforma esteve colocada durante as sessdes de aquisicao
(distédncia do alvo). A distancia média foi calculada para cada minuto,
primeiro e segundo, separadamente. A distdncia média do primeiro
minuto foi utilizada como uma medida da memdria espacial de
referéncia. A flexibilidade comportamental dos animais também foi
avaliada e expressa com “indice de extingdo” (capacidade de extinguir
um comportamento que nao esta mais sendo reforcado). Esse indice de

extingdo foi calculado dividindo-se, para cada animal, a distancia média
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do segundo (d2) minuto pela distancia média do primeiro minuto (d1).
Se o indice de extincdo for maior que 1 significa que o rato estava mais
distante do alvo (plataforma) no segundo minuto, ou seja, o animal
extinguiu o comportamento que era a busca da plataforma. A figura 02

representa o Labirinto Aquatico de Morris.

Morris Water Maze

Hidden
latform

Figura 02: Esquema de uma sala com um labirinto aquatico (Morris Water
Maze) contendo uma plataforma invisivel (Hidden platform). A sala possui dicas

espaciais distais (visual cue). No teto da sala uma camera esta indicada.

TESTE NA BARRA GIRATORIA (ROTA-ROD):

Este teste foi feito como um controle experimental para avaliar possiveis
déficits motores. Trata-se de um controle para se certificar de que
alguma deficiéncia que eventualmente viesse a ser detectada nos
animais idosos, no teste do labirinto aquatico, se devia a dificuldades
destes animais em formar o mapa espacial do ambiente e ndo a uma

dificuldade motora.
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Equipamento: o aparelho consiste de uma barra horizontal, com

diametro de 2,0 cm por 30 cm de largura. A barra giratoria estava
suspensa 50 cm do chdo, de acordo com (Bures e cols. 1983), e o
aparelho foi ajustado em uma velocidade constante de 10 r.p.m.

(rotacOes por minuto).

Procedimento: para verificar o seu equilibrio, cada animal foi colocado

na barra giratéria com a cabeca na direcdo oposta a rotagdo. O tempo
que cada animal conseguiu se manter na barra foi medido. Caso o
animal ndo caisse em 300 segundos, o0 mesmo era retirado do aparelho.
Antes do teste, cada animal foi colocado por 300 minutos no
equipamento, sem ligar a barra giratéria, com a finalidade do mesmo se

familiarizar com o equipamento.

ESTUDO BIOQUIMICO

Dois dias depois de finalizados os testes comportamentais, 0os animais
foram sacrificados por decapitacdo e o encéfalo foi rapidamente
separado. O nucleo dorsal da rafe foi primeiramente dissecado conforme
detalhado abaixo. Posteriormente, as demais regides (neocortex,
hipocampo e talamo) foram dissecadas do cérebro. Todos os
procedimentos foram executados de acordo com as normas
internacionais (National Research Council, 1985). Os cérebros foram
rapidamente removidos, as regidoes separadas e amostras foram

coletadas para os ensaios bioguimicos.

AVALIACAO DE PARAMETROS SEROTONINERGICOS

A serotonina (5-HT) e o acido b5-hidroxi-indol-acético (5-HIAA),
estruturas apresentadas na figura 03 abaixo, podem ser separados e

identificados por cromatografia, através de deteccao eletroquimica em
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um processo de cromatografia liquida de alta eficiéncia (Cheng e cols.
1994; Kempf e Mandel, 1981). A cromatografia € um termo geral
aplicado a uma grande variedade de técnicas de separacao, baseadas na
distribuicao de um soluto entre duas fases, uma fase estacionaria (sdlida
ou liguida) e uma fase modvel (gasosa ou liquida). A Cromatografia
Liguida de Alta Eficiéncia, mais conhecida pela sigla HPLC do inglés
“High Performance Liquid Chromatography”, é considerada atualmente
como um eficiente método de separacdao e uma das técnicas analiticas
mais importantes. A cromatografia visa a separagao, com uma alta
velocidade, de componentes de uma mistura, que sao detectados em

bandas ou picos distintos, dentro de um periodo relativamente curto.

HO CH,CH,NH,
+ HCI
N
H
SEROTONINA (5-HT)
T
HO CH,—C—OH
N
H

ACIDO 5-HIDROXIINDOLACETICO (HIAA)

FIGURA 03: Estrutura quimica da serotonina e do acido 5-hidroxiindolacético.
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Processamento das amostras biolégicas

Devido a constituicdo quimica complexa das amostras bioldgicas, antes
da separacdo cromatografica, estas foram submetidas a um processo de
extragao, sendo que, os compostos de interesse sao separados a partir

da fracao do extrato, como descrito a seguir:

a) Amostras de tecido cerebral: o nucleo dorsal da rafe foi dissecado

conforme detalhado abaixo, no item “Controle morfolédgico da obtencao
do NDR”. A dissecacao das regides cerebrais (neocortex, hipocampo e
tdlamo) foi feita sobre uma placa de Petri mantida em gelo e as
amostras foram rapidamente pesadas e armazenadas a —70°C por no
maximo 30 dias. Depois das amostras serem processadas, (descricao
abaixo) os extratos contendo 5-HT e 5-HIAA, tém no maximo cinco dias
de validade no freezer a 0°C, portanto, todos os ensaios foram

realizados no mesmo dia do processamento das amostras.

Processamento das amostras: consistiu em sonicar aproxidamente 20

mg do tecido cerebral (neocértex, talamo ou hipocampo) em solucgdo
contendo: 980 ul de acido perclérico 0,1 M, 10ul tiossulfato de sddio 0,4
mM (Na,S,0s3) e 10ul EDTA 0,1 mM. As amostras do nucleo dorsal da
rafe foram pesadas em balanca analitica de alta precisao e transferidas
para tubos contendo 500 ul dessa solugao. Em seguida, a suspensao foi
transferida para um tubo tipo "“Potter” mantidos em gelo, e
homogeneizados por trés vezes e entdo centrifugados a 5292 g (Sigma
modelo 4k15, rotor 11156/13115), a 4°C. O sobrenadante foi entdo
separado e amostras de 200ul foram aplicadas no HPLC, conforme

descrito abaixo.
CONTROLE MORFOLOGICO:OBTENC/N\O DO NUCLEO DORSAL DA RAFE

Processamento do material: obtencdo dos cortes e disseccdo do nucleo

dorsal da rafe: Como mencionado acima, no item obtencao de amostras
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de tecido cerebral, apds sacrificio dos animais, o encéfalo foi
imediatamente removido. Para obtencao do nucleo da rafe, o cérebro foi
colocado em um suporte de acrilico (moldado a partir de um cérebro de
rato fixado em paraformaldeido 4% em tampdo fosfato 0,1M, pH 7,4).
Este suporte continha duas fissuras para que dois cortes coronais na
altura do tronco cerebral pudessem ser feitos, com a finalidade de
delimitar o nucleo dorsal da rafe (Abrams e cols. 2004). O primeiro corte
coronal foi realizado seguindo a coordenada -7,30 mm e o segundo na
coordenada -8,30 mm de Bregma (Paxinos e Watson, 1998). A
espessura do tecido, contido entre os dois cortes, foi de 1 mm. A partir
dessa fatia de tecido o nucleo dorsal da rafe foi dissecado utilizando uma
canula de 0,8 mm de diametro (Dominguez e cols. 2003). A canula foi
introduzida perpendicularmente a fatia de tecido, logo abaixo do
aqueduto cerebral onde se localiza o nucleo dorsal da rafe. Essa amostra
(nlcleo da rafe) foi rapidamente pesada e armazenada a -70°C até o dia
do ensaio para dosagem de 5-HT e 5-HIAA. A fatia do tronco cerbral
sem o nucleo da rafe foi processada como descrito a seguir e o cérebro
foi utilizado para obtencao das demais regides (neocortex, hipocampo e

talamo).

Controle da retirada do nucleo dorsal da rafe: coloracdo e analise
morfolégica da regido de localizacdo do nucleo dorsal da rafe: A fatia
cerebral de 1 mm de espessura, sem o nucleo da rafe, foi entado
transferida e armazenada em um recipiente contendo paraformaldeido
4% em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,4, para posterior analise morfoldgica
e confirmacdao se o nucleo dorsal da rafe foi realmente retirado. Esse
material foi processado para inclusao em parafina e cortados da seguinte
forma, em micrétomo rotatério (Jung AG- Heidelberg- Germany): no
sentido coronal ou transversal de 5um de espessura a intervalos de
25um, desta forma foram obtidos cinco fragmentos de 5um para cada
animal. Esses cortes foram transferidos para laminas e entdao corados
pelo Giensa, conforme técnica de rotina estabelecida no Laboratério de

Patologia Digestiva e Neuroenddcrina do Departamento de Anatomia
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Patoldgica e Medicina Legal da Faculdade de Medicina da UFMG. Depois
de corado, os cortes foram analisados em microscopio (Carlzeisf-3200K,
Axio-Cam-Color) com um aumento de 40x. Para os cortes nos quais
foram confirmados que o nucleo dorsal da rafe foi corretamente retirado,
os dados obtidos referentes as dosagens de 5-HT e 5-HIAA foram
incluidos na analise estatistica. De acordo com esse critério nao foram
incluidos na analise estatistica: 01 amostra de cada um dos grupos CAI,
RAI e REI, 02 amostras do grupo CEI, e 03 amostras do grupo CAA. A
figura 4 ilustra dois cortes histoldgicos: painel A, mostra corte do tronco
encefadlico, na altura do mesencéfalo ponte e bulbo, contendo o NDR, e
no painel B, estd representado outro corte no qual o NDR foi retirado do

tronco encefalico.
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b) amostras de urina de 24 horas: essas amostras foram coletadas em

frascos Ambar e mantidas a 4°C. Posteriormente, foram acidificadas até
pH=2 e acetato de etila foi adicionado para uma concentracdo de 1M.
Acrescentou-se tampao citrato pH 7.0. A fase aquosa foi separada e,
nela adicionado HCIO4 1M. Essa solucdo aquosa foi entdo filtrada e um
volume de 20ul de amostra aplicado no HPLC para dosagem do
metabdlicto 5-HIAA. Os resultados foram expressos em nmol/ por

volume de urina 24h.

DOSAGEM DE SEROTONINA E DO ACIDO 5-HIDROXI-INDOL-ACETICO

No presente trabalho, foi utilizada uma coluna cromatografica analitica
de fase reversa C18 (Hibar-Futigsanle RT) e uma pré-coluna (RT 250-4
E. Merck, Darmstadt E.R Germany). A fase movel consistiu de uma
solucdo tampdo de acido citrico 0.199 M, acetato de sdédio 0.243 M,
EDTA 2.95 x 10*M e metanol (91: 9, v/v). O pH foi ajustado para 4.0. A
fase movel foi sempre filtrada e degaseificada antes do uso. A taxa de
fluxo foi de 1.0 ml/min e o volume de amostra aplicado foi de 200 puL do
extrato de tecido cerebral ou 20 uL de extrato de amostra de urina 24h.
Utilizou-se um detector eletroquimico de Ag/AgCl (Shimadzu
Electrochemical Detector L-ECD-6A-Tokyo, Japan), e o potencial de
deteccao da célula eletroquimica, mais seletivo para a 5-HT e o 5-HIAA,
foi de 0.85 V. A altura e a area dos picos do cromatograma foram
medidas, através de um integrador (Shimadzu C-R7A plus) e as
concentracdes de 5-HT e do 5-HIAA foram calculadas de acordo com
suas respectivas curvas padroes. Os padrdes e substancias usadas para

interpolar as curvas foram todos de origem Sigma, St. Louis.

Curva padrao e calculo da concentracdo de 5-HT ou 5-HIAA na amostra:

Foram utilizados cinco padrdes para a obtencdo da curva padrao, tanto
para o 5-HT quanto para o 5-HIAA. As concentragdes dos padrdes foram

as seguintes: P; = 4 pg/ul; P, = 8 pg/ul; P3 = 12 pg/ul; P4, = 16 pg/ul e Ps
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= 20 pg/ul. O valor da inclinagao da reta obtida para a 5-HT foi igual a
15244,32 e o valor da inclinagao para o 5-HIAA foi igual 24456,02.
Portanto: Area do pico (5-HT ou 5-HIAA) = a x [5-HT], sendo a =
inclinagao da reta. Considerando os devidos fatores de diluicao das
amostras, os resultados foram expressos por grama de tecido (para as
regides cerebrais) ou por volume de urina 24h. Portanto, a quantificacao
foi feita comparando-se as areas ou alturas dos picos obtidas no
cromatograma para cada amostra, com seu respectivo padrao de
referéncia (curva padrdo). Os resultados, para 5-HT e 5-HIAA, foram
expressos em ng/g de tecido. De acordo com Shannon e cols, 1986, a
partir desses dados foi calculada a taxa de renovacao da serotonina =
[5-HIAA]/[5-HT]. A figura 05 apresentada a segquir, ilustra um perfil
de cromatograma indicando que o pico da 5-HT foi detectado

entre 7 a 8 minutos e o pico do 5-HIAA de 15 a 16 minutos.
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ATIVIDADE DA OXIDO NITRICO SINTASE NEURAL (nNOS)

A atividade da Oxido nitrico sintase neural (nNOS) foi medida no
neocértex e cerebelo, como um experimento controle para avaliar um
possivel disturbio metabdlico relacionado com a producdo dessa espécie
reativa de oxigénio. A atividade da nNOS foi medida na fragao soluvel
neocortical e cerebelar de acordo com o método descrito por Bredt e
cols. 1989, com algumas modificagdes. O NO produzido pela incubagao
da nNOS é uma molécula muito instavel sendo oxidada a nitrito e
nitrato. Em estudo prévio Nims e cols. (1996), verificaram que o nitrito é
um produto estavel formado a partir do NO, o qual pode ser dosado pelo
método colorimétrico de Griess usando espectrofotometria. O método
consiste, em uma primeira etapa, na obtencao do sobrenadante através
de centrifugacdo do homogeneizado de tecido cerebral do neocdrtex e
do cerebelo. Aliquotas deste sobrenadante, contendo a nNOS, foram
incubados por 30 minutos. O NO produzido pela nNOS é medido de
forma indireta através da concentracdo de NO™ que é detectado, a 554
nm, pela reacao calorimétrica com o Reagente de Griess. A coloragao foi
comparada com padrdes e o resultado foi expresso em mmol/mg de

proteina.

DOSAGEM DE ALBUMINA

A concentracdo plasmatica de albumina foi medida por ser um dos
parametros indicadores do estado nutricional dos animais. Os niveis de
albumina sanguinea foram dosados no soro, usando método
espectrofotométrico e reagentes de um kit para dosagem de albumina
(Bioclin®). As dosagens foram realizadas no espectrofotdmetro (Cary 50)

em comprimento de onda a= 630nm. Os valores foram langcados em

56



curva padrao e os resultados foram expressos em concentragao g/dl de

Soro.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos nos testes comportamentais (Barra giratéria e
desempenho no teste comprobatério do labirinto aquatico), e
bioquimicos (concentracdao de serotonina e metabdlitos, 6xido nitrico e
albumina) foram tratados por Analise de Variancia (ANOVA) fatorial 2 x
2, sendo os fatores: restricdo caldrica (dois niveis) e tratamento cronico
com etanol (dois niveis). Para os dados referentes ao peso corporal e
ingestdo de liquido foi utilizado o teste ANOVA trés fatores 2 x 2 x 10,
com medidas repetidas no ultimo elemento, sendo os fatores: restricao
caldrica (dois niveis), tratamento cronico com etanol (dois niveis) e
mensuracao repetida destas variaveis (feita 10 vezes). Para os dados
referentes ao desempenho no treino do labirinto aquatico foi utilizada
Analise de Variancia de trés fatores 2 x 2 x 5, com medidas repetidas no
ultimo elemento, sendo os fatores: restricdo caldrica (dois niveis),
tratamento cronico com etanol (dois niveis) e desempenho nas 5
sessOes sucessivas de treino no labirinto aquatico. Como ja relatado, a
quantidade de racao oferecida aos animais dos grupos submetidos a
restricdo caldrica foi calculada a partir do consumo dos ratos dos grupos
controle; portanto, o consumo de ragao dos animais dos grupos RAI e
REI ndo era uma variavel dependente. Assim, os dados referentes ao
consumo de ragdo nao incluiram os grupos RAI e REI e foram tratados
utilizando ANOVA 2 x 10 com medidas repetidas no ultimo elemento,
sendo os fatores: tratamento com etanol (dois niveis) e 10 medidas
repetidas. O efeito do envelhecimento foi avaliado utilizando-se o “teste
t”, comparando-se as medidas comportamentais e bioquimicas, dos
grupos CAI (idosos) e CAA (adultos). As diferencas entre as médias dos

grupos foram consideradas estatisticamente significativas para p<0,05.
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I.4 RESULTADOS

MODELO EXPERIMENTAL

A figura 6A mostra os efeitos da restricdo e do consumo crénico de
etanol sobre o ganho de peso dos animais idosos. A andlise de variancia
com medidas repetidas no ultimo elemento 2x2x10 mostrou que a
restricao tem efeito significativo sobre o ganho de peso (F(1,24) = 94,07,
p< 0,01). Observamos também interacao significativa entre os efeitos
da restricdo e do consumo de etanol (F,24) = 5,60, p< 0,05), O peso
médio dos animais do grupo CEI (Controle, Etanol, Idoso) ndo foi
significativamente diferente do peso dos animais do grupo CAIL. O tempo
teve efeito significativo (F9216) = 142,89, p< 0,01) e houve interagao
significativa entre os efeitos da restricao e do tempo (F(s,216) = 15,29,
p< 0,01). Isto significa que, a evolugao do peso dos animais dos grupos
com dieta restrita (RAI e REI) foi diferente da evolucdao do peso dos

animais dos grupos com dieta controle (CAI e CEI).
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Como relatado na seccao Material e Método, os animais dos grupos com
restricao alimentar consumiram 50% de racdao em relagdo ao consumo
de seus controles, como mostrado na figura 6B. ANOVA fatorial com
medidas repetidas no Udltimo elemento (2 x 10) mostrou efeito
significativo do tratamento com etanol (F(i,24y = 5,75, p< 0,05). Os
animais do grupo CEI consumiram menos ragao quando comparados

com os animais do grupo CAI.
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O consumo de liquido pelos animais dos quatro grupos, € mostrado na
figura 6C. A andlise de variancia com medidas repetidas no ultimo
elemento (2x2x10) mostrou que a restricao tem efeito significativo sobre
a ingestao de liquido. Os animais que estavam em restricao alimentar
consumiram menos liquido (F(1,24) = 11,64, p< 0,01). O tempo também
teve efeito significativo no consumo de liquido (F(9,216) = 3,15, p< 0,01).
Houve interacao entre os efeitos da restricao e do consumo de etanol
(Feo,216y = 4,83, p< 0,01), mostrando que os animais dos grupos
submetidos a dieta restrita consumiram mais liquido que os dos grupos
controles, e tripla interacao entre o os efeitos do tempo, do consumo de
etanol e da restrigao caldrica (F9,216) = 9,216, p< 0,01), significando que

a evolucao do consumo de liquidos foi diferente entre os quatro grupos.
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ESTUDO COMPORTAMENTAL

O desempenho dos animais idosos nas sessdes de aquisicao do labirinto
aquatico esta apresentado na figura 07. A analise de variancia 2x2x5
mostrou um efeito significativo do tempo (sessdes) (Fi60) = 8,85, p<
0,01), indicando que a distancia percorrida (varidvel dependente)
diminui com o passar das sessdes para todos os grupos (CAI, CEI, RAI e
REI), o que mostra que os animais aprenderam a localizar a plataforma.
Nem a restricdo alimentar nem o consumo cronico de etanol tiveram
efeito significativo, assim, os animais de todos os grupos aprenderam e

nao tiveram diferencas entre si.
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Quando comparamos o desempenho dos animais do grupo adulto com o
desempenho dos animais idosos, verificamos que os animais adultos tém
um melhor desempenho comparado aos idosos. A analise de variancia 2
x 5 mostrou um F(,12) = 9,75, p< 0,01 para o efeito da idade e F4,40) =
13,26, p< 0,01 para as sessoOes. Isso indica que, embora os animais dos
dois grupos tenham sido capazes de aprender a tarefa, o desempenho
dos animais idosos foi pior quando comparado com aquele dos animais

adultos. Os dados estao apresentados na Figura 08, abaixo.
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No teste comprobatério, no primeiro minuto, a ANOVA 2 x 2 mostrou
gue nem restricdo calérica nem tratamento crénico com etanol tiveram
efeito significativo sobre o desempenho dos animais dos 4 grupos de
idosos. A analise estatistica (Teste t) mostrou diferenca significativa (t=
1,96; p =0,036), entre as médias dos grupos CAI e CAA. Os animais do
grupo adulto tiveram um melhor desempenho que os do grupo idoso,
mostrando que a idade interfere na memaria espacial. Esses dados estdo

apresentados na Figura 09.
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A figura 10 mostra o indice de extingao durante o teste comprobatério.
A analise de varidncia 2x2 mostrou um efeito significativo do tratamento
cronico com etanol no desempenho dos animais dos grupos idosos
(F1,26y = 7,45, p< 0,025). Quando o grupo CAA foi comparado com o
grupo CAI, o teste t mostrou que as médias sao significativamente
diferentes (t=-2,39, p= 0,02), os animais idosos controle agua tiveram
maior dificuldade para extinguir um comportamento aprendido do que os

adultos.
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FIGURA 10

Média + erro padrdo do desempenho dos animais no teste comprobatorio:
extingdo comportamental. Houve efeito significativo do etanol sobre a restrigao
e a idade p< 0,025, entre os quatro grupos experimentais de animais idosos:
CAI= controle agua idoso; CEI= controle etanol idoso; RAI= restrito agua
idoso e REI= restrito etanol idoso. Houve diferenca significativa (t=-2,39, *p=
0,019) entre os animais do grupo CAA (controle dgua adulto) e CAI (controle
agua idoso). Os resultados foram expressos pelo indice de extingdo (segundo
minuto/primeiro minuto).
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O experimento controle, referente ao teste da barra giratdria revelou
uma tendéncia dos animais adultos permanecerem mais tempo na barra
giratéria, no entanto, esta diferenca ndo foi significativa. Esse resultado
indica que a idade nao interferiu no desempenho neste teste. O teste
estatistico ANOVA 2 x 2 mostrou que, entre os animais idosos, nem a
restricdo caldrica nem o tratamento crénico com etanol tiveram efeito

significativo na atividade motora dos animais (dados nao apresentados).

ESTUDO BIOQUIMICO

As figuras 11 (Painéis A e B) e 12, apresentadas a seguir, mostram
os resultados da determinagao da concentracao de 5-HT e 5-HIAA e da
taxa ([5-HIAA]/[5-HT]), respectivamente, nas quatro regides do sistema
nervoso central: neocortex, hipocampo, talamo e nucleo dorsal da rafe.
Com excecdo dos dados obtidos para a concentracao de 5-HT no talamo
e nucleo dorsal da rafe, todos os demais dados possuem distribuicdo
normal e, portanto, foi utilizada uma ANOVA fatorial 2x2 para avaliar os
efeitos dos fatores restricdo alimentar e consumo cronico de etanol,
assim como o efeito de sua interacdao. Comparacoes entre os quatro
grupos de animais idosos nao mostraram efeito significativo para
nenhum dos dois tratamentos e nem interacao entre eles, em nenhuma
das regides estudas. Por outro lado, houve efeito significativo da idade
na concentracao de 5-HIAA em duas regides: hipocampo (p=0,02) e
nucleo dorsal da rafe (p=0,035). Além disso, foi também observado um
efeito significativo da idade na taxa de [5-HIAA]/[5-HT] no nucleo dorsal
da rafe (p=0,037).

Como os dados da concentracdao de 5-HT no tdlamo e nucleo dorsal da
rafe nao possuem distribuicao normal, foi utilizado o teste nao-
paramétrico Kruskal-Wallis para testar se ha diferenga entre os grupos
de animais idosos (CAI, CEI, RAI e REI), e desta forma avaliar os efeitos
dos fatores restricao alimentar e consumo cronico de etanol, assim como

o efeito de sua interacao, nessas duas regides. O valor encontrado de
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p=0,13 (para os dados obtidos no talamo) e p=0,74 (para os dados
obtidos no nucleo dorsal da rafe) indicam que ndo ha diferenca entre os
4 grupos, ou seja, ndao ha efeito de nenhum dos dois fatores em

nenhuma das duas regioes.
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FIGURA 11

Média + erro padrao da concentragdo de serotonina (5-HT) (Painel A) e do acido 5-
hidroxi-indol-acético (5-HIAA) (Painel B), no neocoértex, hipocampo, talamo e
nucleo dorsal da rafe (NDR) dos animais dos cinco grupos experimentais: CAI=
controle agua idoso; CEI= controle etanol idoso; RAI= restrito dgua idoso e REI=
restrito etanol idoso e CAA= controle dgua adulto. NDR = nucleo dorsal da rafe.
Diferencgas estatisticas significativas estao descritas no texto. * p<0,05 **p<0,025.
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FIGURA 12

Média + erro padrdo da taxa [5-HIAA]/[5-HT] no neocértex, hipocampo,
tdlamo e nucleo dorsal da rafe (NDR) dos animais dos cinco grupos
experimentais: CAI= controle agua idoso; CEI= controle etanol idoso; RAI=
restrito dgua idoso e REI= restrito etanol idoso e CAA= controle dgua adulto.
As diferencas significativas entre os grupos estdao descritas no texto.
*p<0,05.
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A figura 13 mostra os resultados da concentracdo do metabdlito acido-
5-hidroxi-indol-acético (5-HIAA) em amostras de urina 24 horas. Como
os dados possuem distribuicdo normal, foi utilizada a analise de
variancia 2x2 para avaliar os efeitos dos fatores restricao alimentar e
consumo cronico de etanol, assim como o efeito da interacao entre esses
dois tratamentos. O consumo cronico de etanol tem efeito significativo
(F=8,076, p=0,009). Para comparar o grupo CAI com o grupo CAA foi
utilizado o teste t, ja que os dois grupos tém distribuicdo normal. O valor
encontrado de p=0,448, indica que ndo ha diferenca entre as médias

dos dois grupos.
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FIGURA 13

Média £ erro padrdo da concentracdo de 5-HIAA em amostras de urina 24 h
dos animais dos 5 grupos experimentais: CAI= controle agua idoso; CEI=
controle etanol idoso; RAI= restrito dgua idoso e REI= restrito etanol idoso
e CAA= controle agua adulto. Os animais ingerindo etanol (CEI e REI)
tiveram uma concentracdo menor do 5-HIAA na urina em comparacdao aos
animais dos grupos que consumiram agua (CAI e RAI). p=0,009.
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EXPERIMENTOS CONTROLES
CONCENTRAGAO DE ALBUMINA:

Como os dados referentes a concentracdo de albumina no soro tém
distribuicao normal, foi realizada uma ANOVA de dois fatores (2x2). O
teste mostrou que, nem a restricao alimentar (F; = 0,393; p> 0,05)
nem o etanol (Fi.6= 4,158; p> 0,05) tiveram efeito significativo sobre o
nivel de albumina, e ndo houve interacdo entre os dois tratamentos
(Fi26= 0,121; p> 0,05). Esses dados sugerem que os tratamentos
(restricdo alimentar e consumo crénico de etanol) ndo causaram um
estado de desnutricdao nos animais. Para comparar os grupos CAI e CAA
foi utilizado o teste t de Student. O valor de p=0,212 indica que ndo ha
diferenca entre as médias dos dois grupos, idosos controle e adulto. A
tabela abaixo apresenta a concentracdo da albumina (média e erro

padrao) no soro em g/dl para os cinco grupos experimentais.

‘ CAI ‘ CEI ‘ RAI ‘ REI ‘ CAA ‘

Média
(g/dl) 8,134 7,48 8,14 6,81 7,38
SE 0,26 0,35 0,47 0,33 0,54

ATIVIDADE DA nNOS:

Com relagao a atividade da nNOS, no cerebelo e no neocortex, para os
animais idosos dos quatro grupos, ANOVA fatorial 2x2 nao mostrou
efeito significativo nem para a restrigao (F1,26= 0,02; p> 0,05) nem para
o etanol (F;2=1,18; p> 0,05) e também ndo houve interagdao entre o
efeito dos dois tratamentos (Fi,6= 0,19; p> 0,05) sobre a atividade da
NNOS no cerebelo (dados nao apresentados). Nem a restricao alimentar
(Fi, 10= 0,23; p> 0,05) nem o etanol (F;, 10= 0,79; p> 0,05) alteraram
de forma significativa a atividade da nNOS no neocortex; e também nao

houve interagdo entre os dois tratamentos (Fi10= 0,009; p> 0,05).
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Para comparar os grupos CAI e CAA foi utilizado o teste t de Student.
Quando se compara os grupos CAI e CAA verifica-se que a idade
também ndo afetou de forma significativa a atividade da nNOS em
nenhum dos dois tecidos. Diferentemente do cerebelo, no neocértex
verificamos uma tendéncia a um aumento na concentracdo do NO. A
figura 14 mostra os resultados obtidos para o 6xido nitrico em mmol/
mg de proteina no neocortex. Valores em percentagem sao
apresentados no interior das barras. A concentracao de 0,139 mmol/mg
de proteina, de nitrito produzido (equivalente ao 6xido nitrico produzido)
Nno neocortex para os animais do grupo CAA foi considerada como 100%
em relacdo as concentragdoes em mmol/mg de proteina, encontradas no

neocertex dos outros grupos de animais.
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Figura 14 Média + erro padrdo da concentracdo de éxido nitrico no
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neocortex em mmol/mg de proteina. Os valores em percentagem estdo
apresentados no interior de cada barra para os animais dos 5 grupos
experimentais: CAI= controle agua idoso; CEI= controle etanol idoso;
RAI= restrito agua idoso, REI= restrito etanol idoso e CAA= controle

aaua adulto.
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Andlises de correlacdo foram feitas entre o0s parametros
comportamentais e o0s parametros serotoninérgicos avaliados no
presente trabalho. As Unicas correlagdes significativas encontradas
foram: entre a taxa [5-HIAA]/5[HT], no nucleo dorsal da rafe, e o
desempenho dos animais no 1° minuto do teste comprobatério (r=-0.50,
P=0.005); e também, entre essa taxa e o indice de extingdo (r=0.64,
P=0.0001). Os graficos de correlacdo estdo apresentados abaixo, na
figura 15 (painéis A e B).
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FIGURA 15

Correlagao entre taxa de [5-HIAA]/[5-HT] e ambos, desempenho no 1°. Minuto do
teste comprobatoério (painel A) e indice de extingdo (painel B)
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1.5 DISCUSSAO

O tratamento, consumo crénico com etanol, utilizado no presente
trabalho com a finalidade de estudar seus efeitos quando administrado
durante o processo de envelhecimento, estd bem estabelecido no nosso
laboratdrio (Fernandes e cols. 2002; Carvalho e cols. 2006; Pinto e
cols. 2006; Pires e cols. 2005) e também por outros autores (Arendt e
cols. 1989; Arendt, 1994; Cadete-Leite e cols. 1995; Casamenti e cols.
1993; Ciccia e Langlais, 2000). O modelo animal tratado com uma dieta
restrita em caloria também foi utilizado estudo prévio por nosso grupo
(Pinto e cols. 2006). Confirmando os dados obtidos nesses estudos, no
presente trabalho, a restricdo alimentar também provocou uma
diminuicdo no ganho de peso. No entanto, é importante ressaltar que os
animais restritos nao estavam desnutridos uma vez que consumiram em
média 15 g de racao por dia e esta é a quantidade minima necessaria
para que um rato nao entre em desnutricdo (National Research Council
(U.S.), 1995). Além disto, a concentracdo sanguinea de albumina ndo
estava alterada de forma significativa nos grupos experimentais,
confirmando que os animais ndao apresentavam caracteristicas de um
estado desnutrido. Verificou-se também uma diminuicdo no consumo de
liguido pelos animais restritos em relagdo aos animais do grupo CAI
(controle-agua-idoso). Uma possivel explicacdo é que os animais do
grupo CAI, por ingerirem uma quantidade maior de racao, e esta sendo
seca, consumiram mais agua, em relagao aos animais RAI (Pinto e cols.
2006). Houve também uma interacdao entre o consumo de etanol e a
restricdo alimentar, o que esta de acordo com DiBattista e Joachim
(1998), que descreveram aumento do consumo de etanol pelos animais
em restricdo em relacao ao controle. Isto sugere que os ratos usavam o
etanol para compensar a restricdo caldrica, a qual estavam sendo

submetidos.
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Os animais CEI consumiram menos liquido e racdo em relagdao aos
animais CAI, ao longo do tempo, mas ndo apresentaram diferenca no
ganho de peso, o que esta de acordo com o estudos anteriores do nosso
grupo (Carvalho e cols. 2006; Fernandes e cols. 2002; Pires e cols.
2001). Isto pode ser explicado pelo fato de que o etanol fornece calorias
extras, produzindo com isto a saciedade (Strbak e cols. 1998). Este
mecanismo, no entanto, ndo esta bem estabelecido, ndo sendo explicado

por alteragcdes nos niveis hormonais (Strbak e cols. 1998).

Durante as sessdes de aquisicdo no labirinto aquatico de Morris, os
animais de todos os grupos idosos aprenderam; no primeiro minuto do
teste comprobatério, eles ndo apresentaram diferencas entre si, ou seja,
nem o etanol e nem a restricao tiveram efeito significativo sobre o
desempenho desses animais. Os animais que estavam consumindo
etanol ndo tiveram déficits no aprendizado nem na memodria de
referéncia. Entretanto os animais idosos controles (CAI) apresentaram
prejuizos nestes dois aspectos quando comparados aos animais do grupo
adulto controle (CAA) o que estd de acordo com resultados obtidos por
outros autores (Topic e cols. 2005). Krazem e cols. (2003), verificaram
gue animais idosos consumindo etanol cronicamente ndao apresentaram
déficits de memoria e aprendizado no teste do labirinto radial, quando
comparados aos seus controles adultos. Os dados da literatura a
respeito do efeito do etanol sobre a aprendizagem e memodria sdo
controversos. Alguns autores mostraram que o consumo cronico de
etanol leva a déficits na memodria espacial de referéncia e de trabalho
(Arendt e cols. 1989), enquanto outros descrevem prejuizos na
memoria espacial remota (Pereira e cols. 1998), mas nao em memoria
recente (Pereira e cols. 1998; Pires e cols. 2005) e nem na memédria de
trabalho (Pereira e cols. 1998). Dados observados anteriormente pelo
nosso grupo mostraram que nem a restricdo calérica e nem o
tratamento cronico com etanol, quando administrados por 21 dias a

animais adultos, interferiram com o aprendizado ou com a memodria
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espacial de referéncia no teste do labirinto aquatico (Pinto e cols.
2006). Wu e cols. (2002), descrevem uma melhora no aprendizado de
animais com RA no labirinto de trés bragos, embora ndo tenha verificado
diferencas de desempenho destes animais em testes de retencao quando

comparados com os controles.

O desempenho dos animais idosos no teste comprobatério mostrou que
todos os animais aprenderam através de dicas espaciais onde estava
colocada a plataforma. Topic e cols. (2005), treinaram animais idosos no
labirinto aquatico e, posteriormente, dividiram os sujeitos em trés
grupos (inferior, intermediario e superior), tomando como base o
desempenho nas sessdes de aquisicao. Verificaram que, no teste
comprobatoério, os animais do grupo superior tiveram um desempenho
significativamente melhor do que os animais dos outros grupos e nao
apresentaram diferencas quando comparados aos animais adultos
controle. Estes autores mostraram também que os animais idosos dos
grupos inferior e intermediario tiveram mais dificuldade para extinguir o
comportamento quando comparados aos animais dos grupos idosos

superiores e adulto controle.

Extinguir um comportamento ja aprendido e consolidado (uma memoria)
é natural e significa formar uma associacdao inibitéria quando uma
resposta aprendida ndo é mais recompensada ou reforcada (Bouton,
2002). Um organismo que extingue um comportamento esta exibindo
uma capacidade para mudar este @ comportamento numa situagcdo em
gue as exigéncias ambientais mudaram (a isto chamamos flexibilidade).
Desta forma, o animal persiste em um comportamento inicialmente
aprendido, mas depois de certo numero de tentativas fracassadas
utilizando a estratégia ja aprendida, deve ser capaz de ser flexivel e
adaptativo no planejamento de uma nova estratégia neste mesmo

contexto. No caso do teste comprobatério no labirinto aquatico, como o
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animal ndao encontrou a plataforma onde esta costumava ficar, é de se
esperar que ele, depois de certo tempo (nho presente caso, durante o 20
min do teste comprobatorio), se afaste do alvo e passe a procura-la em
outro local da piscina. A comparagao dos indices de extingdao dos grupos
de animais idosos mostrou um efeito significativo do tratamento cronico
com etanol. Isto significa que os animais idosos submetidos a esse
tratamento apresentaram maior flexibilidade do que os animais tratados
com agua. Houve também um efeito significativo da idade: os animais
do grupo adulto controle (CAA) apresentaram um indice médio de
extincao significativamente superior ao apresentado pelos animais do
grupo idoso controle (CAI). Topic e cols. (2005) também observaram
que os animais adultos extinguem com mais facilidade do que os idosos.
A simples inspecao da figura 10 mostra que a ingestdo crbnica de
etanol provocou uma reversao do efeito da idade sobre o indice de
extingdo: enquanto o grupo idoso controle (CAI) apresenta um indice
médio significativamente menor que o do grupo adulto controle, a
diferenca desaparece quando a comparacao é feita entre os grupos
controle adulto (CAA) e controle idoso etanol (CEI). Ndo é a primeira vez
gue o etanol mostra um efeito benéfico em animais idosos. Krazem e
cols. (2003), verificaram que animais idosos consumindo etanol
cronicamente tiveram um desempenho significativamente melhor, em
testes de recuperacdo de memoria, do que animais idosos consumindo
agua. Esta melhora devida ao consumo de etanol ndao se verificou entre
os animais adultos. Nosso grupo, em trabalhos anteriores, também nao
observou efeito do consumo cronico de etanol no desempenho de
animais adultos em tarefas no labirinto aquatico (Carvalho e cols. 2006;
Pires e cols. 2005).

Os dados observados no teste da barra giratéria mostraram que os
animais idosos ndo apresentaram prejuizos motores. Também a
velocidade média de nado durante as sessbes de aquisicdo do labirinto

aquatico nao foi significativamente diferente entre idosos e adultos
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(dados nao apresentados). Portanto, as diferencas observadas nos
testes de memodria e aprendizagem espaciais sao devidas a déficits
cognitivos apresentados pelos animais idosos e ndao devido a problemas

motores.

E bem conhecido que as inervacdes serotoninérgica do cértex cerebral,
incluindo o prosencéfalo limbico, tém origem nos nucleos da rafe (dorsal
e mediano) e que estes sistemas estdao envolvidos em varios aspectos
comportamentais (Morgane e cols. 2005). No entanto, o papel desse
sistema em aspectos do aprendizado e memodria espacial ndo é
conhecido. Nesse trabalho avaliamos parametros do sistema
serotoninérgico com a finalidade de estudar seu envolvimento em

aspectos especificos da fungao cognitiva.

A concentracao de 5-HT em ng/g de tecido de neocortex nos animais
adultos, encontrada no presente trabalho, foi em torno de 412,0 +
99,96; no talamo 406,12 + 101,77 e a taxa de [5-HIAA]/[5-HT] no NDR
foi de 1,92 £ 0,44, sendo que, esses valores estao de acordo com a de
outros autores (Kempf e Mandel, 1981; Mousseau e cols. 1996;
Dominguez e cols. 2003). Da mesma forma, a concentracao de 5-HIAA
encontrada no neocértex foi de 327 + 57,91 e no talamo 504,23 %
63,33 0 que também estd de acordo com dados da literatura (Mousseau
e cols. 1996). Esses dados indicam que o método utilizado, no presente
estudo, para quantificar esses parametros foram adequados e sensiveis

o suficiente para detectar eventuais alteracdes no nivel de picogramas.

Observamos um efeito da idade na [5-HIAA] no hipocampo e no NDR,
sendo que a alteracao no NDR refletiu no valor da taxa de renovacgao [5-
HIAA]/5-[HT], fato que nao foi observado no hipocampo onde essa taxa
permanece inalterada nos individuos idosos. Uma baixa na [5-HIAA]
pode ser devido aos seguintes fatores: a degradacdo e/ou a sintese de
5-HT podem estar alteradas. E interessante observar, que embora ndo

seja uma alteracao significativa a [5-HT] no hipocampo diminui e essa
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tendéncia ndao é observada no NDR. Essa diminuicao tanto da [5-HT]
quanto do [5-HIAA] no hipocampo, faz com que o valor da taxa de
renovacao nao se altere, podendo representar uma baixa atividade do
sistema serotoninérgico hipocampal e podendo também ser responsavel
pelo déficit cognitivo verificado nos animais idosos quando testados em
tarefas espaciais que exigem a participacao de sistemas neuroquimicos
hipocampais. Nossos dados indicam uma tendéncia de aumento na
concentracao de 5-HT no NDR e, portanto, a diminuicdo observada na
concentracao do metabdlito nessa regido poderia: ou estar sendo
compensada por um aumento na sintese de 5-HT ou pelo acumulo de 5-
HT devido a uma deficiéncia do sistema de degradacao, o que faz com
que o valor da taxa [5-HIAA]/[5-HT] diminua de forma significativa.
Steinbusch e cols. (1990), encontraram um padrdao morfoldgico diferente
entre o cérebro de animais idosos e jovens quando utilizaram técnicas
de imunohistoquimica para serotonina. Herrrera e cols. (1991), nao
encontraram diferenca entre a taxa de sintese e renovacdo de
serotonina no coliculo superior de ratos idosos, enquanto Ponzio e cols.
(1982) observaram diferenca significativa na atividade da enzima
responsavel pela sintese de 5-HT, tirosina hidroxilase, no tronco
encefdlico de animais idosos. Outros dados da literatura também
mostraram que a comparacao da densidade e o padrao de distribuicao
das fibras serotoninérgicas de animais com 3 meses e idosos com 28
meses, apresentavam-se com padrdao morfoldgico diferente no neocdrtex
e formacao hipocampal dos animais em estudo (Davidoff e Lolova,
1991).

Observamos correlagao significativa entre a taxa de renovacao de
serotonina no NDR e o desempenho dos animais no teste comprobatério
(1° minuto e indice de extingdo). A correlacdo negativa encontrada entre
a distancia percorrida pelos animais no primeiro minuto e a taxa, indica
que 0s animais que tiveram um bom desempenho, ou seja, aprenderam
onde estava inicialmente posicionada a plataforma tiveram uma

distancia percorrida menor e uma taxa de renovacdo de serotonina no
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NDR maior. Ao passo que a correlacao positiva, indica que os animais
gue tiveram o indice de extincdo igual ou menor que 1, permaneceram
mais tempo no quadrante alvo. Os animais com indice de extincdo maior
gue 1, permaneceram proximo ao quadrante alvo no primeiro minuto e
como nao encontraram a plataforma foram flexiveis em procurar a
plataforma em outro lugar. E como o indice de extincdo é a razdo do
segundo minuto pelo primeiro, os animais que tiveram o indice de
extincdo maior que 1, obtiveram também um aumento proporcional na
taxa de renovacao da serotonina. Isto indica que a taxa de renovacao da
serotonina no NDR pode ter um papel importante na modulagao de
circuitos serotoninérgicos responsaveis pelo desempenho em tarefas que
envolvem a utilizacdo de estratégias espaciais. Sabe-se que o cortex e o
hipocampo sao afetados pelo envelhecimento e que essas estruturas
tém um papel importante na memoria (Arendt e cols. 1989; Pires e
cols. 2005). Alguns autores ja descreveram o efeito da idade, em
roedores (Topic e cols. 2005) e humanos (De Luca e cols. 2003), com
relacdo aos déficts no desempenho da memodria e extincdo de
comportamento. Como, tanto a regiao cortical como o hipocampo sao
inervados por projecdes que se originam no nucleo da rafe, podemos
considerar a possibilidade de que uma modulacdao do sistema
serotoninérgico seja parte importante dos componentes cognitivos

responsaveis pelo aprendizado e memoria espacial.

No entanto, deve-se destacar que o consumo crénico de etanol causou
efeito significativo no indice de extingdo e, no entanto, esse tratamento
nao alterou de forma significativa os parametros serotoninérgicos
avaliados. Isso sugere um possivel efeito do etanol em outros sistemas
relacionados com a extincdo de comportamento, como por exemplo, o
sistema colinérgico. Em trabalhos anteriores (Carvalho e cols. 2006;
Pires e cols. 2005) mostramos que o sistema colinérgico cortical e
hipocampal tém papel importante nesse aspecto do comportamento,
sendo que o sistema colinérgico hipocampal é afetado pelo consumo

cronico de etanol.
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As concentracdes de 5-HT, 5-HIAA e a taxa de renovacao de serotonina
nao foram significativamente alteradas pelo consumo cronico de etanol e
nem pela restricao alimentar, nos ratos idosos, em nenhuma das regides
estudadas. No entanto, observamos um efeito do consumo cronico de
etanol nos niveis de 5-HIAA em amostras de urina 24 h desses animais.
Como esse tratamento ndo teve efeito nos sistemas serotoninérgicos das
regides centrais estudadas, essas alteracbes na urina podem estar
refletindo efeito do consumo cronico de etanol em sistemas
serotoninégicos periféricos ou em outros sistemas centrais ndo
estudados no presente trabalho. O valor médio da [5-HIAA] encontrado
na urina de 162 £ 98 nmol/ 24horas, para os animais controles adultos,
esta de acordo com os verificados por Keung e cols. (2000). Essa
diminuicdo nos niveis de 5-HIAA, causado pelo consumo cronico de
etanol, esta de acordo com os dados obtidos por outros autores (Davis e
cols. 1967; Walsh, 1973; Walsh e Cummins, 1976).

Nem o envelhecimento, nem o consumo cronico de etanol e nem a
restricdo alimentar interferiram com a producdao de 6xido nitrico no
cerebelo e no neocédrtex. Siles e cols. (2002), também nao encontraram
diferenga significativa nos niveis de NO (medido como nitrato e nitrito)
no neocortex e cerebelo de animais idosos. Como o NO tem um papel
importante, como segundo mensageiro, em sistemas neuroquimicos
centrais, pode ser que processos neurobioldgicos de compensacgao
evitaram que as condicdes acima pudessem afetar o sistema de
producao desse neuromodulador. Como apresentado na figura 14, os
animais idosos apresentaram uma tendéncia de um aumento na
producao de NO no neocortex. Experimentos utilizando uma quantidade
maior de amostras podem ser interessantes para confirmar se realmente
0s animais idosos sao mais propensos ao aumento da producao de NO
no cortex cerebral. Alguns autores sugerem que o etanol induz injarias
as quais sao mediadas pela formagdao anormal de espécies de radicais

livres (Muscoli e cols. 2002). Existem evidéncias de que o NO
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desempenhe um papel no mecanismo da neurotoxidade induziada pelo
etanol em diferentes areas do SNC (Baraona e cols. 2002), incluindo o
cerebelo (Xia e cols. 1999). N6s ndo encontramos diferenca significativa
na concentracao de NO no cerebelo e nem no neocortex dos animais
tratados com etanol o que estd de acordo com outros autores (Ikeda e
cols. 1999).

I.6 CONCLUINDO: os resultados da Parte I do presente trabalho
indicam que, aspectos cognitivos relacionados com o aprendizado e a
memoria espacial sdo afetados pelo envelhecimento e que esses déficits
nao podem ser evitados por uma dieta restrita em 50% de calorias.
Essas alteracdoes comportamentais causadas pelo envelhecimento nao
foram exacerbadas pelo consumo crénico de etanol, pelo contrario, o
etanol reverteu o efeito do envelhecimento sobre a extincdo de um
comportamento que envolve a utilizacdo de componentes espaciais.
Além disso, os dados apresentados indicam que o sistema serotonérgico
parece ter um importante papel como substrato bioldgico do

aprendizado, extincdo de um comportamento, e da memdria espacial.

Anexo: copia do artigo publicado com parte dos dados obtidos na Parte

I (anexo I).
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II PARTE II:

NEUROTOXIDADE CAUSADA POR ESTRESSE OXIDATIVO E ALTA
CONCENTRACAO DE GLUTAMATO. EFEITOS SOBRE A VIABILIDADE
CELULAR E NIVEIS DE FOSFORILAGAO DE PROTEINAS EM CULTURA
PRIMARIA DE NEURONIOS CORTICAIS.

II.1 INTRODUCAO

MECANISMOS DE MORTE CELULAR
NEURODEGENERACAQ: APOPTOSE E NECROSE

Os diversos fatores que produzem (fatores ambientais e/ou genéticos) e
estao associados (p.ex. placas senis, degeneracao granulo-vacuolar e
acumulo de material intracelular fibrilar insoldvel) com a
neurodegeneracdo provocam distUrbios na fisiologia celular, através de
diferentes mecanismos, que culminam na morte celular (para revisédo:
Ribeiro (2006).

A morte celular € um processo bioldgico fundamental que é relevante na
histogénese normal, para a regulacdo de condigdes cinéticas em tecidos
adultos normais, na patogénese de injurias em tecidos e nas doencas
(Kerr, 1971; Mergner e cols. 1990; Kerr e cols. 1995). O conceito de
morte celular foi inicialmente relacionado as patologias (Virchow e
Chance, 1860) mas, atualmente sabe-se que a morte das células tem
importancia fisiolégica e ou patolégica. A morte celular normal,
fisioldgica, ou morte celular programada, também chamada de apoptose
ocorre continuamente em populagdes de células que sofrem pouca
proliferacao (células do figado, glandula adrenal) ou rapida proliferacao
(epitélio das cristas intestinais), (Wyllie e cols. 1980; Bursch e cols.
1990). A apoptose é caracterizada por alteragdes morfolégicas como,

condensacao da cromatina, fragmentacdo nuclear, vacuolos
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citoplasmaticos, membranas com vacuolos e encolhimento ou contragao
celular e, também por uma alteracdao bioquimica caracteristica que é a
fragmentacao do DNA (Tsukane e Yamauchi, 2006). A apoptose
também é observada em condicdes de estresse como no caso de
deficiéncia de fatores neurotréficos (Greene, 1978) ou exposicao a
neurotoxinas, incluindo alta concentracdao de glutamato (Kure e cols.
1991; Kajta e cols. 2007).

A apoptose também desempenha um importante papel no crescimento
normal da diferenciacdo de o6rgaos e sistemas, em vertebrados e
invertebrados. Por exemplo, durante o desenvolvimento do sistema
nervoso um grande numero de neur6nios (em torno de 50%) sensoriais
e motores da medula espinhal sofrem apoptose, (Hamburger e
Levimontalcini, 1949; Hamburger, 1975). Esse fendbmeno é também
responsavel por parear as populacdes de células neuronais pelo
tamanho. Este processo é controlado pela limitacdo no fornecimento de
fatores troficos derivados de células alvos (Oppenheim, 1991) e

também por estimulos aferentes (Clarke e Egloff, 1988; Linden, 1994).

Outras formas de morte celular como as patoldgicas e acidentais,
podem resultar de insultos téxicos, hipdxico-isquémicos e térmicos
(Wyllie e cols. 1980; Mergner e cols. 1990; Kerr e Harmon, 1991). A
importancia da morte celular em doencas humanas tem sido estudada
sob a perspectiva do desenvolvimento biolégico, imunoldgico,
endocrinoldgico, patoldgico e neurobioldgico. Cada grupo pode ter uma
condicao diferente na classificagado da morte celular, nos seus
mecanismos e na importancia bioldgica. O processo de morte celular
por necrose envolve ruptura da estrutura e integridade da membrana
celular, rapido influxo de Ca'? e &gua e, subseqilientemente lise e
dissolugao da célula. No entanto, a necrose celular € induzida nao por
um estimulo intrinseco da propria célula (como na apoptose) mas sim
por uma abrupta perturbacdo ambiental das condicdes fisioldgicas da

célula (Martin e cols. 1998).
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AlteracOes celulares e fisiolégicas que acompanham o processo de
envelhecimento parecem ter efeitos pronunciados sobre doencas
neurodegenerativas. O envelhecimento normal do cérebro é
caracterizado macroscopicamente por mudancgas incluindo uma
diminuicdo no peso e no volume, e alteracdes microscépicas, tais como:
as vasculares, permeabilidade da barreira hemato-encefalica,
modificagdes no compartimento extracelular, e alteracdbes em ambas as
células gliais e neuronais (Shah e Mooradian, 1997; Scahill e cols.
2003). As células da glia mostram fenodtipos ativados e reativos com
alteracdbes morfoldgicas e metabdlicas e, em alguns casos também se
verifica um aumento no numero das células (Amenta e cols. 1998;
Peinado, 1998; Unger, 1998). As células neuronais tipicamente
acumulam no seu interior macromoléculas tais como a lipofuscina, as
quais no envelhecimento, junto com o estresse oxidativo, induzem
declinio na neurotransmissdo e uma perda progressiva da fungao
neuronal (Floyd e Hensley, 2002; Finch, 2003). Essas mudancas
influenciam na susceptibilidade celular podendo explicar de alguma
forma porque a idade é o principal fator de risco para as doencas
neurodegenerativas (Wang e cols. 2003; Woo e cols. 1992; Nakayama
e cols. 1994; Brown e cols. 2003; Bruns, Jr. e Hauser, 2003).

MORTE CELULAR INDUZIDA POR: EXCITOTOXIDADE E ESPECIES
REATIVAS DE OXIGENIO

Morte Neuronal Induzida Por Altas Concentragées de Glutamato

A neurotransmissao glutamatérgica é altamente regulada devido a
possivel acdo excitotoxica do glutamato. Uma baixa concentragao
extracelular deste neurotransmissor (1-3 puM) é mantida através de
transportadores especificos acoplados ao gradiente eletroquimico gerado
pelo sédio através da Na*/K* ATPase (Danbolt, 2001; Huang e Bergles,
2004). Os niveis de glutamato em culturas celulares controles de

cerebelo, determinados por HPLC, foram de 0,83 pM (Estrada-Sanchez e
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cols. 2007) e de 0,147 yM em cultura primaria de cértex de rato
(Antonelli e cols. 2006).

Em experimentos utilizando neurdnios cerebrais corticais de embrido de
rato, os pesquisadores usaram duas condigdes: culturas com uma baixa
densidade ou com uma alta densidade de astrécitos. As culturas entdo
foram expostas a concentracao de 4uM de glutamato durante 30
minutos, seguidas de incubacao em meio normal de cultura por 20-24
horas, sendo esta concentracao o suficiente para matar 50% dos
neurdnios, dentro de 24 horas, nas culturas pobres em astrdcitos.
Enquanto uma concentracdo de 205 uM de glutamato foi requerida para
matar a mesma percentagem de neurdnios na cultura rica em astrécitos.
Quando a captagao de glutamato é bloqueada pela remocdo de sodio, as
culturas ricas em astrécitos se tornam mais sensiveis ao glutamato em
relacdo as culturas podres em astrécitos. O sistema de transporte
envolvido no potencial neurotéxico do glutamato ainda ndao é bem
entendido (Rosenberg e cols. 1992). Em um outro estudo, Frandsen e
Schousboe (1990) mostraram que, quando a captacao de glutamato é
blogueada com s-aspartato-hidromato, baixa concentracao de
glutamato, como 1uM, é suficiente para matar 50% de neuroOnios
corticais em cultura. Tanaka (1997), utilizando camundongos sem o
transportador de glutamato (GLUT) observaram que, os camundongos

desenvolveram epilepsia e neurodegeneragao.

A falha no transporte de glutamato leva ao aumento da concentracao de
glutamato extracelular e a morte neuronal por excitotoxidade e, tem-se
sugerido que esse mecanismo desempenha um papel na
neurodegeneracao associada com isquemia cerebral, hipoglicemia e
algumas doencas neurodegenerativas (Bittigau e Ikonomidou, 1997;
Maragakis e Rothstein, 2004). No entanto, as etapas moleculares que

levam a morte de neurodnios ainda nao esta totalmente compreendida.
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O uso de modelos animais de neurodegeneracdao e cultura primaria de
diferentes tipos celulares sao importantes para esclarecer mecanismos
de morte neuronal que acontece, no cérebro humano e na medula
espinhal, em situacdes de processos agudos, como na isquemia focal,
isquemia global e trauma. Esses modelos tém sido também importantes
para a compreensao do processo de perda celular que acontece durante
0S processos cronicos, como nos processos neurodegenerativos
progressivos, no caso do envelhecimento cerebral, da atrofia muscular
espinhal, esclerose amiotrofica lateral e DA (Ito e cols. 1975; Pulsinelli e
cols. 1982; Kirino, 1982; Martin e cols. 1997).

Um mecanismo comum que as células neuronais sofrem devido a
injurias agudas é desencadeado pela excitotoxidade (Dirnagl e cols.
1999; Doble, 1999; Mattson, 2003; Inoue e Okada, 2007), um
fendOmeno que se desencadeia quando ha um excesso na ativacao de
receptores de glutamato, os quais levam a uma série de processos
intracelulares induzindo a morte neuronal (Olney, 1969; Mattson, 2003).
De todos os tipos de receptores para o glutamato, o N-metil-D-aspartato
(NMDA) é considerado o principal responsavel por esses processos,
devido ao aumento da permeabilidade ao calcio, o que permite a
mobilizacdo desse ion para compartimentos intracelulares (Mody e
MacDonald, 1995). Portanto, um aumento na ativacao do receptor NMDA
por aplicacdo de agonistas exdgenos tem sido largamente usado como
modelo de injurias experimentais cerebrais em diferentes faixas etarias:
fases pds-natal (Acarin e cols. 2001), adulta (Dietrich e cols. 1992;
Kollegger e cols. 1993; Stewart e cols. 1986) e idosa (Suzuki e cols.
2003).

Morte Celular Induzida Por Espécies Reativas de Oxigénio

Evidéncias experimentais indicam que os metabdlitos reativos do
oxigénio, denominados espécies reativas de oxigénio (ROS= reactive

oxigen species), como por exemplo, o superéxido (0;), o radical
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hidroxila (OH®) e o perdoxido de hidrogénio (H,0,), sao importantes
mediadores de danos em diversos tecidos e 6rgaos (Zhu e cols. 2005;
Sohal e Weindruch, 1996). Essas espécies podem ser geradas no
citoplasma, nucleo das células e nas mitocondrias. A concentracdo
intracelular de radicais livres pode ser aumentada pela maior geragao
desses radicais ou pela deficiéncia dos mecanismos antioxidantes.
Existem evidéncias de que no envelhecimento, além de ocorrer um
aumento na producdao de formas oxidantes, observa-se também uma
diminuicdo significativa no poder redutor das células, o que leva a um
desequilibrio metabdlico (Chaves e cols. 1998; Williams e Chung,
2006). Existem evidéncias de que os radicais livres parecem estar
envolvidos com varias doengas cerebrais neurodegenerativas, incluindo
Doencga de Parkinson, doenca do neurénio motor e Doencga de Alzheimer
(Beal, 1995; Williams, 1995; Liu e cols. 2007).

O acumulo de espécies reativas de oxigénio, devido ao estresse
oxidativo, € um fator essencial associado a morte celular uma vez que as
ROSs podem facilmente reagir e oxidar componentes celulares vitais tais
como, lipidios, proteinas e DNA (Gorman e cols. 1996; Sanz e cols.
2006). O cérebro é particularmente susceptivel ao efeito das ROSs
devido a seu alto consumo de oxigénio, abundante quantidade de
lipidios e modestas defesas antioxidantes em relacdo a outros érgaos
(Halliwell, 1992; Aschner e cols. 2007). Essas caracteristicas sdo ainda
somadas a presenca de altas concentragdes de acidos graxos
poliinsaturados, os quais sao facilmente oxidados e conhecidos gerar

radicais de oxigénio que causam injurias (Rice-Evans e Burdon, 1993).

Estudos tém mostrado ainda, como uma questdo incerta, que entre
outros mecanismos, a apoptose pode contribuir para a morte neuronal
na DA. A DA esta relacionada com o estresse oxidativo e com a
peroxidacdo de lipideos (Shimohama, 2000; Butterfield e cols. 2002).
Evidéncias indicam que a peroxidacdo de lipidios é diretamente

responsavel pela geracao de fendtipos apoptoticos (Kagan e cols.
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2000). Muitos agentes induzem a apoptose, pois, sao estimuladores do
metabolismo oxidativo celular (Hockenbery e cols. 1993) e, muitos
inibidores de apoptose tem atividades antioxidantes ou aumentam as
defesas antioxidantes (Park e cols. 2000). A Acetil-L-carnitina esta
presente no cérebro em altas concentragdes, sendo envolvida com a
producao da acetilcolina (Dolezal e Tucek, 1981). Tem sido mostrado
gue a Acetil-L-carnitina aumenta a funcao mitocondrial e reverte o efeito
da idade (Hagen e cols. 1998; Abdul e Butterfield, 2007). O &cido
o-lipdico € um cofator essencial para as reacdes das desidrogenases
mitocondrial, funcionando como um antioxidante e também reduzindo o

estresse oxidativo em animais idosos (Poon e cols. 2005).

DEGRADACAO E AGREGACAO DE PROTEINAS

Muitas das caracteristicas histoldgicas da Doenca de Alzheimer e da
Doencga de Parkinson sao também encontradas, em menor proporgao, no
envelhecimento “normal” e, o perfil das alteracdbes de sistemas
neurotransmissores nestas doencas parece representar um aumento
daquele encontrado no envelhecimento (Hardy e Allsop, 1991; Sabbagh
e cols. 2006).

Disfuncdes em processos celulares de agregacao e degradacao de
proteinas podem resultar no acumulo de depdsitos insolUveis dessas
moléculas, como acontece no envelhecimento e em varias doencas
neurodegenerativas associadas com o envelhecimento (Stoppini e cols.
2004). A agregacao de proteinas parece desempenhar um papel
importante na patogénese de doencas neurodegenerativas como DA,
Encefalopatia espongiforme, Doenca de Parkinson, Deméncia Fronto
temporal, Deméncia de Corpos de Lewy e Doenca de Huntington
(Gutekunst e cols. 1999).

Todas essas doencas possuem uma caracteristica neuropatoldgica

comum que é a presenga, no sistema nervoso central, de complexos
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fibrilares insollveis intra e ou extracelulares. Esse grupo de doengas
inclui varias patologias relacionadas com o envelhecimento, como as
taupatias (DA e Doencga Pick), as sinucleinopatias (Doenca Parkinson,
Deméncia de Corpos de Lewy) e doencas da poliglutamina (Doenca
Huntington e varias ataxias espinocerebelares), (de Pril e cols. 2006;
Robert e Mathuranath, 2007). As placas senis constituidas
essencialmente do peptideo B-amildide (B-A) estdo relacionadas com
alteragdes descritas em varios processos neurodegenarativos, como por
exemplo: envelhecimento normal (Caccamo e cols. 2005; Cullen e cols.
2006), Doenca de Alzheimer (Gotz e cols. 2004; Iwata e cols. 2005),
Doenca de Parkinson (Mann e Jones, 1990; Kurosinski e cols. 2002) e

Deméncia dos Corpos de Lewy (Barrachina e cols. 2005).

De acordo com a “hipdtese da cascata amildide” (Hardy e Higgins, 1992;
Hardy, 2006), o desenvolvimento das placas senis, que sao complexos
moleculares extracelulares, parece preceder e precipitar a formagao de
aglomerados protéicos fibrilares intracelulares, denominados
emaranhados neurofibrilares. Esses emaranhados neurofibrilares
intracelulares, contendo filamentos helicoidais pareados (paired helical
filaments, PHFs) sdao constituidos de proteina tau anormal e
hiperfosforilada (Kosik e Shimura, 2005). Esses componentes estao

|Il

relacionados com alteragdes descritas, no envelhecimento “normal” e na
DA. Todas as doengas com alteragdes na proteina tau, sao denominadas
taupatias, caracterizadas pela presenca de inclusdes neuropatoldgicas
fibrilares constituidas de proteinas tau hiperfosforilada e com
fosforilagdes alteradas (Guillozet-Bongaarts e cols. 2005). Essas
evidéncias sobre alteracdes no nivel de fosforilacdo da proteina tau
levaram a uma hipdtese sobre a existéncia de um desequilibrio das
proteinas cinases e fosfatases que regulam sitios de fosforilacdo da tau.
Wang e cols. (2007), sugeriram que a ativacao da proteina fosfatase-2A
(PP-2A) ou a inibicao de uma ou ambas GSK-3B (glycogen synthase
kinase, 3) e cdk5 (proteina cinase dependente de ciclina 5) ou destas
duas cinases, incluindo também, PKA e CaMKII, podem ser requeridas

para inibir a degeneracao neurofibrilar (emaranhados neurofibrilares).
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Uma conseqliéncia significativa da hiperfosforilacdo da proteina tau é a
reducdo na sua habilidade para interagir com os microtlubulos, o que
altera de forma significativa, componentes estruturais do citoesqueleto
com conseqliente rompimento de importantes funcdes celulares, como
por exemplo, o transporte axonal e o processo da neurotransmissao
(Lee e cols. 2004).

Enquanto as placas senis consistem principalmente de peptideos B-A, os
enovelamentos neurofibrilares consistem basicamente de uma forma
hiperfosforilada anormal, insolivel, da proteina tau (Binder e cols.
2005). Dados da literatura indicam que ambas as lesdes
neuropatoldgicas, extra e intra celulares, respectivamente, exercem
efeitos neurotdxicos diretos e indiretos e promovem a morte neuronal
por estresse oxidativo (Pratico, 2002) e ou por inflamagao (Hoozemans e
cols. 2005). A medida que as pesquisas sobre os mecanismos do
processo de neurodegeneracdo evoluem, torna-se cada vez mais
aparente o envolvimento de uma rede intrinseca de vias de sinalizagao,
uma variedade de mecanismos de morte celular e um crescente
conhecimento nessa area de mecanismos proteoliticos mediando
apoptose e ou necrose. No entanto, apesar de todos esses avangos, 0
conhecimento da seqiiéncia de todas as etapas responsaveis pela morte
neuronal, relacionadas ao envelhecimento cerebral, continuam obscuros.

COMPONENTES DO SISTEMA DE NEUROTRANSMISSAO
GLUTAMATERGICA

Os aminoacidos neurotransmissores podem ser divididos em duas
grandes categorias: inibitérios e excitatorios. O glutamato pertence a
segunda categoria. Aproximadamente 90% das sinapses do SNC de
mamiferos utilizam aa, sendo o glutamato o principal aa que medeia
respostas sinapticas excitatorias rapidas no SNC de mamiferos, onde se
apresenta distribuido de maneira ampla e uniforme (Salinska e Stafiej,

2003). O glutamato participa de varios processos fisioldgicos no sistema
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nervoso como, neurodesenvolvimento, migracao celular e neurogénese
(Zecevic, 2004; Mcgee e Bredt, 2003).

O glutamato estd presente em dois reservatérios no terminal nervoso:
citoplasmatico e vesicular. Para armazenamento e posterior liberacdo é
preciso que haja transferéncia do glutamato citoplasmatico para as
vesiculas sindpticas. Os transportadores que captam o glutamato para
dentro da vesicula sindptica sdao os transportadores vesiculares de
glutamato (VGLUT1, VGLUT2 e VGLUT3) que compartilham entre si 70%
de homologia estrutural (Fremeau e cols. 2002). A atividade desses
transportadores é dependente de um gradiente eletroquimico de prétons
gerado por uma ATPase (adenosina trifosfatase) que estd na membrana
da vesicula, a H"ATPase vesicular, que torna acido o interior da vesicula
(Reimer e cols. 2001). Desta maneira, a captacao de glutamato, que
possui carga liquida negativa, ocorre em funcdao do potencial de
membrana. Os VGLUTs transportam glutamato com uma afinidade de

100 a 1000 vezes menor do que os transportadores de aminoacidos
excitatérios (EAATs) (ver abaixo) possuindo um K, ~1 mM para o

glutamato e, diferentemente dos EAATs, os VGLUTs exibem uma
especificidade ao glutamato e parecem nao transportar aspartato (Shigeri
e cols. 2004). Os subtipos de transportadores vesiculares de glutamato
(VGLUT) sao expressos em diferentes tecidos cerebrais. O VGLUT1 (o
mais abundante) e VGLUT2 estao presentes em sinapses glutamatérgicas
no telencéfalo e diencéfalo/tronco encefalico, respectivamente. O VGLUT3
€ expresso por neurdnios que liberam outros neurotransmissores como
acetilcolina, serotonina e acido gama-aminobutirico (GABA) (Shigeri e
cols. 2004).

Apos a captacdo e armazenamento do neurotransmissor, a vesicula
sinaptica podera, com a chegada de um potencial de agao, se fundir a
membrana plasmatica pré-sinaptica liberando seu conteltdo na fenda

sinaptica. Essa liberacdo, chamada exocitose, & um mecanismo
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dependente do aumento intracelular do ion célcio (Ca®*) gerado tanto
pela abertura dos canais de calcio dependentes de voltagem da
membrana plasmatica, quanto pela abertura de canais presentes na
membrana de organelas intracelulares, com liberagdo de calcio desses
estoques intracelulares. Apesar da exocitose dependente de calcio ser o
principal mecanismo pelo qual o glutamato é liberado, ja foi descritos
outros tipos de mecanismos de liberacdao de glutamato. Tais mecanismos
sao nao-vesiculares e independentes de calcio, e correspondem a uma
reversao dos transportadores de glutamato (Rossi e cols. 2000) e troca
do glutamato por outros aminoacidos como aspartato e cistina (Erecinska
e Silver, 1990).

Os receptores de glutamato sao encontrados nas membranas de ambas
as células, neuronais e gliais. Os receptores ionotrdpicos de glutamato
permitem diretamente o influxo de cations para dentro das células pods-
sinapticas, levando a despolarizacdo de membranas. Por outro lado, os
receptores metabotropicos de glutamato agem através de segundos

mensageiros (Walton e Dodd, 2006).

Os receptores ionotropicos sao tetrameros ou pentameros constituindo
canais idnicos permeadveis a cations. A permeabilidade relativa do
receptor ao cation varia em funcao do tipo de subunidade presente no
receptor (Hollmann e cols. 1993). Existem trés familias de receptores
ionotropicos classificados com base em seus agonistas preferenciais: i) N-
metil-D-aspartato (NMDARs): receptores compostos pelas subunidades
NR1, NR2A, NR2B, NR2C, NR2D e NR3A. Esses receptores medeiam o
influxo dos fons sddio (Na*) e calcio (Ca®*) e possuem cinética lenta, o
que permite um grande influxo de Ca®* para dentro da célula e ativacdo
de varios componentes de vias de tradugdo de sinal (Lerea e cols. 1995).
Os receptores NMDA possuem cinco dominios principais e sdo modulados
por varios agentes como glicina, histamina, ion magnésio (Mg?*), ion
zinco (Zn?*), além de drogas bloqueadoras como MK-801, ketamina e

fenciclidina (Dodd e cols. 2000). Os receptores NMDA possuem uma
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distribuicao heterogénea por todo o SNC atingindo sua maior densidade
na regido CA3 do hipocampo (Petralia e cols. 1994); ii) a-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico (AMPARS): composta pelos
receptores GluR1, GIuR2, GIuR3 e GIuR4; iii) cainato (KARs) receptores
GIuR5, GIuR6, GIuR7, KA1l e KA2. Os receptores AMPA/KA sao
permedveis aos ions Ca®* e Na' e possuem cinética rapida (Hollmann e

Heinemann, 1994).

Os receptores metabotrdpicos de glutamato (mGIuRs) sdo produtos de
oito genes e foram classificados em trés familias com base na seqliéncia
de aminoacidos. Os receptores da familia I (mGIuR1 e mGIuR5) tém
localizagdao principalmente pds-sinaptica, enquanto que os receptores
das familias II (mGIuR2 e mGIuR3) e III (mGIuR4, mGIuR7 e mGIuRS8)
estao localizados principalmente em terminais de axonios. O mGIuR6
pertence a familia III e é estritamente expresso na retina (Fagni e cols.
2004). Os receptores da familia I estdao acoplados a proteina do tipo Gq
e estimulam a fosfolipase C, enquanto que os receptores das familias II
e III estdo acoplados a proteinas G dos subtipos Gi e Go e inibem a
adenilato ciclase (Salinska e Stafiej, 2003). Os mGIuRs também podem
controlar varios canais idnicos, como os canais de calcio dependentes de
voltagem (CCDV) dos subtipos L, N e P/Q (Perroy e cols. 2001).

A ligacao do glutamato nos receptores e sua conseqliente ativacao
precisam ser em algum momento, encerrada. O estimulo precisa ser
bloqueado para que o terminal sinaptico se torne sensivel a um proximo
estimulo e para manter a concentragao extracelular de glutamato abaixo
dos niveis excitotdxicos. O término da atividade glutamatérgica depende
de uma rapida remocdo do glutamato da fenda sinaptica pelo mecanismo
de captacao mediada pelos transportadores de aminoacidos excitatérios
(EAATs). Esse processo € de fundamental importdncia para a
neurotransmissao glutamatérgica, pois o glutamato ndo é metabolizado

por enzimas na fenda sinaptica (O'Shea, 2002).
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Em 1992, os genes que codificam trés EAATs foram identificados em
ratos e os transportadores designados como GLAST, GLT-1 e EAAC1
(Kanai e Hediger, 1992; Pines e cols. 1992). O GLAST e o GLT-1 sao
expressos em células gliais e o EAAC1 em neurdnios. Em 1994, trés
transportadores de glutamato em humanos, EAAT1, EAAT2 e EAAT3
correspondendo respectivamente, aos transportadores GLAST, GLT-1 e
EAAC1, foram identificados (Arriza e cols. 1994). Subseqgientemente,
dois subtipos adicionais em mamiferos foram identificados: EAAT4,
abundante nas células cerebelares de Purkinje e EAAT5, expresso na
retina (Arriza e cols. 1997; Fairman e cols. 1995). Portanto, até o

presente momento, cinco transportadores de glutamato de alta afinidade
(Km ~4-40 BM) foram clonados. Com relacdo a distribuicdo desses

transportadores em neuronios e células gliais, entretanto, ainda existem

controvérsias (Gadea e Lopez-Colome, 2001).

Os transportadores de glutamato sdo totalmente dependentes de Na*
extracelular e ion potassio (K*) intracelular. Eles efetuam uma
translocagdo de 3 Na*, 1 H* e um glutamato (carregado negativamente)
e, simultaneamente realizam um co-transporte de 1 K* para o exterior.
Um mecanismo alternativo seria o co-transporte de 2 Na* e 1 glutamato
e o efluxo de 1 K* e 1 OH (ou 1 anion bicarbonato, HCO3) (Gegelashuvili
e Schousboe, 1998).

A expressao dos EAATs na membrana plasmatica tanto de neurdnios
quanto de células gliais é regulada por uma variedade de proteinas
cinases, fatores de crescimento e segundos mensageiros. Desta forma, a
concentracao de EAATs na membrana pode aumentar ou diminuir dentro
de minutos, independentemente de mecanismos de transcricao e
traducao. Isso sugere que os EAATs estao sob um refinado controle de

diferentes vias de tradugao de sinal (Robinson, 2002).
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O glutamato pode ser captado pelos EAATs presentes no terminal pré-
sinaptico ou nas células gliais. O glutamato captado pela glia podera ser
convertido em glutamina ou em o«-cetoglutarato, enquanto que o
glutamato captado pelos neur6nios podera ser convertido em o-
cetoglutarato ou ser transportado para o interior de vesiculas sinapticas
como visto anteriormente (Martinez-Hernandez e cols. 1997). O «-
cetoglutarato, gerado pela enzima glutamato desidrogenase ou por
transaminases, serd metabolizado pelo ciclo do acido citrico e utilizado
como fonte de energia. A glutamina gerada pela acao da enzima
glutamina sintetase (GS) nas células gliais é transportada para o meio
extracelular pelos transportadores SN1 LAT2, ASCT2 (Deitmer e cols.
2003) e captada pelos neuronios pelos transportadores GLnT e SAT2
(Reimer e cols. 2001). A glutamina captada pelos neurdnios podera
servir como fonte energética ou ser convertida novamente em glutamato
para ser utilizada como neurotransmissor (Laake e cols. 1995)

reiniciando mais uma vez o ciclo.

GLUTAMATO E ENOVELAMENTO NEUROFIBRILARES

No cérebro a atividade da enzima glutamina sintetase (GS) é essencial
para manter a homeostase do glutamato. Uma alteracao na regulagao
do ciclo do glutamato-glutamina leva a distlrbios no padrdao do sono,
comportamento, humor bem como amnésia e confusdo, sendo todos
esses sintomas verificados na DA. A origem da expressao atipica da GS
na DA ndo é bem conhecida. As placas neuriticas sdo constituidas de
guantidades abundantes de peptideo B-amildide e ferro, e os dois ou
cada um deles pode levar a inativacao da GS. Uma diminuicao na agao
da GS originaria de terminacgOes vasculares pode contribuir para a
toxidade regional dos neurdpilos, enquanto uma redugdo generalizada
da proteina GS pode causar um acumulo de glutamato devido a reversao
de captacao do glutamato. A reducdo e ou a alteracao na distribuicdao da
GS na DA pode levar a niveis anormais de glutamato, glutamina e

amonio. Por outro lado, uma reducdo na captacdao de glutamato pode
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levar a uma diminuicao na regulacao da GS. Alternativamente, um
aumento na expressao da GS, via B-amildide ou astrocitose, pode levar
a falhas no mecanismo da neuroprotecao. A expressao neuronal da GS
pode ser um meio para neutralizar a baixa da GS de origem astrocitaria,
no entanto, os determinantes de sua localizacdo e regulacdao sob
condicdes patatoldgicas sdao pobremente entendidos (Walton e Dodd,
2006).

Estudos, em pacientes com DA, usando técnicas auto-radiograficas com
ligagbes no receptor [3BH]JAMPA em areas do hipocampo vulneraveis a
formacao dos NFTs e perda neuronal leva a resultados divergentes
(Dewar e cols. 1991; Geddes e cols. 1992). Deste que a composicao
das subunidades do receptor é mediada pela permeabilidade a ions, sdo
necessarios estudos que diferenciem entre as subunidades do receptor
AMPA. Técnicas bioquimicas, moleculares e imunoldgicas tém mostrado
baixos niveis de GluR1 e do GLUR2 no hipocampo de pacientes com AD
em relacao a individuos controles (Armstrong e Ikonomovic, 1996a;
Aronica e cols. 1998). A exaustdo de GIuR2 ocorre em areas vulneraveis
a formacao dos enovelados neurofibrilares, o qual antecede a presencga
severa de neuropatologias, sugerindo que a perda do GIuR2 do
complexo receptor AMPA pode influenciar na susceptibilidade para a
neurotoxicidade mediada pelo Ca2*. A densidade de subunidades do
receptor AMPA correlaciona-se com a severidade da doenca. Regides
suscetiveis do hipocampo mostram uma total reducdo na
imunoreatividade do GIuR2 em casos moderados de DA (estagios III-IV),
sem alteracbes no GIuR1 (Carter e cols., 2004). Dados
imunocitoquimicos mostram que a redugdao nos niveis de receptores
GIuR correlaciona com perda neuronal, uma vez que neurbnios
remanescentes exibem um aumento na intensidade de coloracdao dos
receptores GIuR2 (Ikonomovic e cols. 1995). Armstrong e Ikonomovic
(1996b), sugeriram que o papel do receptor GIuR2 no hipocampo esteja
relacionado com a plasticidade sindptica e sobrevida neuronal seguida

por danos excitotéxicos. Tudo isto leva a hipétese de que reducdes no
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GIluR2 estejam envolvidas na cascata de morte neuronal na DA no
hipocampo, e que um aumento nos receptores GIuR2 em resposta ao
elevado nivel de Ca®* confere um efeito protetor favoravel. A figura 16
abaixo mostra um panorama geral da disfuncdo sinaptica glutamatérgica
proposta por Walton e Dood (2006), nem todos os mecanismos estdo
representados. O Glutamato é liberado das vesiculas celulares na fenda
pré-sinaptica ativando assim os receptores pds-sinapticos NMDA, AMPA,
mGIuR. O Glutamato ¢é removido da fenda sinaptica pelos
transportadores EAAT1 e EAAT2 situados em astrocitos peri-sinapticos.
Dentro dos astrécitos, a enzima GS converte o gutamato em uma forma
nao reativa, que é a glutamina usando ATP. De acordo com os autores,
as placas senis, constituidas pelo peptideo BA, ativam transportadores
glutamatérgicos presentes nos astrocitos. A glutamina produzida nos
astrécitos retorna para a fenda sinaptica e ¢é captada pelos
transportadores para dentro da célula pré-sinaptica, onde pela acao da
glutaminase é convertida em glutamato. Isso provoca um aumento da
atividade glutamatérgica. O glutamato é empacotado nas vesiculas
sindpticas por transportadores vesiculares de glutamato (VGLUTs). A
excitotoxicidade e a neurodegeneracdo podem ser uma conseqiiéncia da
alteracao na regulacao dos componentes do ciclo glutamato-glutamina.
O aumento na concentracdo do calcio (Ca®*) pela ativacdo e abertura
dos receptores NMDA os quais nao contém a subunidade GIuR2, pode
levar a célula a morte por necrose e/ou apoptose. A ativacdao dos
receptores do grupo I do mGIuR pode alterar a liberacdo de Ca’* dos
estoques intracelulares, exacerbando desse modo ativacao pos-
sinaptica levando a morte celular. A ativacao excessiva de NMDARs pode
causar a dissociacdo da proteina fosfatase-2A (PP-2A), que resulta em
uma alteracdo na fosforilagdo da tau levando a formagao dos PHFs. A
inativacdo do EAAT1, de EAAT2, ou da GS aumenta a concentracao do

glutamato na fenda, causando um aumento de excitabilidade.
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Figura 16 Esquema de um terminal glutamatérgico indicando alguns dos
componentes envolvidos com a morte celular conforme proposto por Walton e

Dodd (2006).

97



GLUTAMATO E SITEMA DE TRADUCAO DE SINAIS

Os ciclos de fosforilacao e defosforilacao regulam virtualmente todos os
aspectos de processos celulares em células eucariotas. As proteinas
fosfatases foram consideradas como tendo um efeito no padrao de
reversdao das cinases. Mas o nivel de fosforilacdo de uma determinada
proteina pode ser modulado tanto por uma cinase quanto por uma
fosfatase, fazendo com que os dois tipos de enzimas sejam igualmente

importantes na regulacgao celular (Dombradi, 2002).

Os NFTs que contém os filamentos helicoidais pareados (PHFs), é o
principal elemento que altera a forma dos microtubulos associados a
proteina tau. Alteracdes na fosforilagdo pela inativacdo da proteina
fosfatase-2A (PP-2A) parece ser um contribuinte importante para a

formacao anormal da tau (Delacourte, 2005).

As MAPKs (mitogen activated protein kinase) desempenham um
importante papel nos sistemas de traducdo de sinal de células
eucariotas, uma vez que elas modulam muitos eventos celulares. A
super familia das MAPKs inclui as cinases ERKs (extracellular signal-
regulate protein kinase) também conhecidas como p44/p42, MAPK3 e
MAPK1, p38 (stress-activated protein kinase) e IJNKs (c-Jun N-terminal
protein kinase) as quais sao encontradas em trés interconexdes na
cascata de traducao de sinais. Essas cinases fosforiladas e assim
ativadas, transcrevem fatores de transcricdo em resposta a mitdgenos,
fatores de crescimento ou a varias formas de estresse. ERK, IJNK e a
p38, quando ativadas pela MAPKs, reconhecem as MEKs, sofrendo
fosforilagdo nos residuos de treonina e tirosina na seqliéncia pTXpY.
Assim ambas treonina e tirosina sdao necessarias para maxima ativacao
da ERK, IJNK e a p38. As vias destas cinases sdao ativadas por luz

ultravioleta, citocinas, agentes de choque osmético (sorbitol,
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anisomicina), fatores de crescimento e estresse celular (Seger e Krebs,
1995; Cano e Mahadevan, 1995).

Bi e cols. (2000), demonstram que o estrégeno tem um efeito
neuroprotetor para a neurotoxicidade relativa do glutamato ao receptor
NMDA, efeito este mediado pela tirosina cinase via MAPK. Esses autores
observaram que, ao mesmo tempo em que houve um aumento da
funcdo do receptor NMDA, estimulando a fosforilagao via uma src
tirosina cinase/MAPK, ndao houve aumento da neurotoxicidade mediada

pelo receptor NMDA.

A expressao de atividade de cinases reguladoras de sinais extracelulares
e mitogénicos dependentes de fosforilacgio (MAPK/ERKs), cinases
ativadas por estresse, c-Jun N-terminal, também conhecida como
SAPK/INKs e p38, bem como seus substratos especificos para os fatores
de transcricao CREB, Elk-1, ATF-2, c-Myc e c-Jun, foram examinados
ap6s injecOes intracortical do acido quinolbnico, um andlogo do
glutamato. O aumento da imunoreatividade das cinases JNK e p38
fosforiladas foi verificado, no local da injecao, 1 h depois da injecao do
acido quinolonico, ao passo que a imunoreatividade aumentada da MAPK
foforilada ocorreu em neurodnios e nas células gliais localizados em torno
da lesdo. O efeito foi acompanhado por uma forte fosforilagdo da Ser®3
da cinase c-Jun com imunoreatividade local apdés 3 h e, por forte
fosforilacdo da CREB, Elk-1 e ATF-2 e imunoreatividade, principalmente
nos neurdnios em torno do local, 24 h apds injecdao. Os dados indicaram
também que a ativacdo das cinases JNK, a p38 e a c-Jun fosforilada
precedeu a morte das células. Em contraste, nem a MAPK, CREB, Elk-1 e
a ATF-2 fosforiladas, se correlacionaram com a expressao de
sobrevivéncia celular. Estes resultados demonstram uma ativagao
seletiva dos sinais especificos de MAPKs que estao envolvidos na morte
ou na sobrevivéncia celular, provocadas pelo estresse glutamatérgico

excitotéxico (Ferrer e cols. 2001)).
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Alteracbes na composicao do receptor AMPA e a ativacao da via de
sinalizacdo da p38 parecem estar envolvidas diretamente na
neurotoxicidade e nos danos neuronais causados por concentragdes
elevadas de glutamate em ratos neonatal. A figura 17 abaixo ilustra a
via de sinalizacdo da p38, apos ser ativada por fatores externos, tais
como: fatores de crescimento, luz ultravioleta, fatores troéficos, estresse

induzidos por choque osmotico, radiagao y, anisomicina, etc...).
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Figura 17 Esquema de uma célula indicando diferentes componentes de
sitemas de traducdo de sinais, com destaque para a MAPK p38
(http://www.biocarta.com em 11/04/2007).
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PEROXIDO DE HIDROGENIO E ENOVELAMENTO
NEUROFIBRILARES

O perdxido de hidrogénio (H,0,) leva a danos nos tecidos por diferentes
mecanismos, tais como, perturbacao da homeostase intracelular de
calcio, diminuicdo intracelular de ATP agindo diretamente na inibicao da
glicdlise e na fosforilacgio mitocondrial do ADP, perturbando os
componentes do citoesqueleto e inibindo a adesao da célula neuronal a
matriz extracelular. Um estudo feito por Hyslop e cols. 1995, mostrou
gue sob condicoes isquémicas, a concentracdo de H,0, no estriato de
ratos pode chegar a niveis de 200uM, enquanto que os controles dos
isquémicos tiveram como linha de base para o H,0, igual a 27,64 +
33uM, com pico maximo de 50uM. Observaram também que 100 uyM
H,0, adicionado em culturas de neurdnios corticais humanos por 30 min
é o suficiente para matar mais do 50% das células 24h depois, e que
metade do catabolismo do H,0, era feito pelas células em 12 min. Uma
caracteristica marcante para a hipotese do estresse oxidativo,
relacionado com doencas neurodegenerativas, € que o acumulo dos
danos oxidativos nas células com o passar do tempo, acomete a vida
tardiamente, isto porque, o inicio dessas doencas normalmente é de

natureza progressiva e lenta (Coyle e Puttfarcken, 1993).

Estudos recentes sugerem que a glicosilacdo de proteinas, agindo
individualmente ou sinergisticamente com o aumento do estresse
oxidativo, pode ser importante na DA (Yankner e cols., 1981). A
glicosilagdo de proteinas, predominantemente das proteinas ricas em
lisina, podem causar ligacdes inter e intramoleculares (Smith e cols.
1995). E o envelhecimento estd associado com um aumento na
glicosilacdo e modificagdes de proteinas (Sell e Monnier, 1989). O
aumento também na glicosilacdo de proteinas e de seus metabdlitos é
acelerado pela oxigenacao e proteinas glicosoladas contém modificacdes

oxidativas (Hunt e Wolff, 1991). A modificacdo de proteinas pela
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oxidacao pode resultar na glico-oxidacao (Smith e cols. 1995). Diversos
estudos tém sugerido o papel do aumento da glicosilacdao de proteinas e
de seus metabdlicos na DA. Os epitopos destas proteinas glicosiladas
tém sido descritos nas placas difusas e neuriticas (Vitek e cols. 1994;
Smith e cols. 1995). Modificacbes na glicosilacdo de proteinas BA e de
seus metabdlitos aceleram a agregacao de peptideos BA sollveis nao
fibrilares in vitro (Vitek e cols. 1994).

A proteina tau-1 e os antigenos da glicosilacdo de proteinas e
metabdlicos estdo co-localizados nos NFTs, e as espécies reativas de
aldeidos também estdao presentes nos NFTs. A tau glicosilada incubada
junto com células de neuroblastoma induz a peroxidacdo de lipidios (Yan
e cols. 1994). Assim, parece que o aumento na glicosilacao de proteinas
e metabdlitos pode ter um papel na patogénese da DA, verificados
através de modificagdes oxidativas em duas principais moléculas
envolvidas nesta doenca, a tau e o peptideo BA. Estudos morfométricos
mostraram que microglias ativadas estdao aumentadas no neocortex de
pacientes com DA. Nesses estudos os autores demonstraram também

gue essas microglias estao associadas com as placas neuriticas e
geraram oOxido nitrico e radicais 0" (Dickson e cols. 1988; Carpenter e
cols. 1993; Colton e cols. 1994). Todos esses estudos indicam que os

radicais livres estdo possivelmente envolvidos na morte neuronal e,

portanto, no mecanismo de processos neurodegenerativos.

PEROXIDO DE HIDROGENIO E SITEMAS DE TRADUCAO DE
SINAIS

O peroxido de hidrogénio, a principal forma do ROS, pode mediar a
morte imediata das células através da oxidacdao direta de lipideos,
proteinas e DNA ou agindo como um sinalizador molecular
desencadeando a via de morte celular por apoptose (Huang e cols.
2004; Lin e cols. 2004).
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Zhu e cols. (2005), verificaram através de analises de Western blot que
o peroxido de hidrogénio causa fosforilagdo da p38 MAPK e que, um
inibidor especifico da p38 MAPK suprime mudancas nas propriedades da
membrana plasmatica e no citoesqueleto, resultantes do tratamento
com H>0,. Os resultados obtidos por esses autores sugerem que o H,0,
altera a membrana e o citoesqueleto de astrécitos através da via de
ativacao da p38 MAPK.

Numakawa e cols. (2007), demonstraram que a exposicao de neurdnios
corticais ao H,O, desencadeia uma série de eventos, incluindo um
aumento da expressdo da p44/42 MAPK e acumulo intracelular de Ca **
via canais de calcio dependentes de voltagem e rceptores de glutamato
ionotrépico, resultando em morte neuronal por apoptose. A via da MAPK
pode estar envolvida como sinalizador ou sistema de morte celular, pois,
um inibidor da via MAPK, blogueou o efeito do H,0O, na ativacao da
MAPK, o aumento da liberacdo de Ca®* e a morte celular. Esses mesmos
autores observaram também um efeito inibitério similar ao do H,0, em
desencadear a via de ativacdo da MAPK, acimulo de Ca %" e morte, em
cultura de células incubadas com o hormonio, 17beta-E2 por 24 h, antes
da exposicao ao H,0,, sugerindo que o efeito protetor deste hormoénio é

induzido via atenuacao da super-expressao da via das MAPKs.

Existe evidéncia de que a inibicdo da GSK3B pelo litio protege os
neurdnios do estresse oxidativo e da morte celular (Mora e cols. 2001).
Outros estudos sugerem que a inibicao da GSK3B nao somente induz a
expressao da ciclo-oxigenase-2 (enzima responsavel pela produgao de
prostaglandinas), como também protege células da medula renal de
morte celular por estresse hipertbnico. Esses autores sugerem que a
inducdo da expressao da ciclo oxigenase-2 pela inibicdo da GSK3B indica
a existéncia de uma ligacdo da ciclo oxigenase-2 com um processo de

citoprotecao (Rao e cols. 2004). Os mecanismos pelos quais a GSK3pB
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estaria envolvida com a promogao da morte celular ainda precisam ser

melhores estudados (Goedert e cols. 1989b).

ESTRUTURA E PAPEL DA PROTEINA tau

No cérebro, a proteina tau consiste de uma familia de seis isoformas as
quais variam de 352 a 441 aminoacidos (aa), com peso molecular de 45
a 65 KD. As isoformas da tau diferem-se uma da outra pela presenca de
trés ou quatro regides repetidas carboxi-terminal (C-terminal) em uma
parte da molécula e auséncia ou presenca de uma ou duas insercoes
(29 ou 58 aa) na parte amino-terminal (N-terminal) (Goedert e cols.
1989a; Goedert e cols. 1989b). As seis isoformas da tau podem ou nao
ser igualmente expressas nos neuronios. Por exemplo, o mRNA da tau
gue contém o exon 10 ndo é encontrada nas células granulares do giro
denteado (Goedert e cols. 1989b). Assim, as isoformas da tau sao
diferentemente distribuidas nas subpopulacdes de neurbnios. As
proteinas tau pertencem a familia das proteinas associadas aos
microtubulos MAPs (microtubule-associated proteins), (Weingarten e
cols. 1975; Robert e Mathuranath, 2007) . As MAPs sao fatores chave
na regulagdo do dinamismo dos microtubulos e na estrutura do
citoesqueleto celular. Os microtubulos estdo envolvidos em diferentes
eventos celulares, como por exemplo, no transporte axonal (Hyoung-
gon e cols, 2005) e nos processos que dirigem o crescimento dos
neuritos responsaveis para uma correta agregacao cromossdmica
durante o periodo mitdtico (Hyman e Karsenti, 1996; Yu e Rasenick,
2006; Ikegami e cols. 2006).

A tau se liga a espectrina e a filamentos de actina (Carlier e cols.
1984; Correas e cols. 1990; Blard e cols. 2007). Através destas
interacbes, a tau permite aos microtubulos interconectar-se com
outros componentes do citoesqueleto, tais como, os neurofilamentos
(Leterrier e cols. 1982; Blard e cols. 2007; Aamodt e Williams Jr.,
1984a; Aamodt e Williams Jr., 1984b) , podendo restringir ou nao a

104



flexibilidade dos microtubulos (Matus, 1994). Existem também
evidéncias de que a tau interage com organelas citoplasmaticas. Tais
interagcbes podem permitir ligacdes entre os microtubulos e as
mitocondrias (Rendon e cols. 1990). A projecao do dominio N-terminal
da proteina tau também permite interacdes com a membrana
plasmatica neural (Brandt e cols. 1995). Assim a tau pode agir como
um mediador entre microtubulos e membrana plasmatica. A tau se liga
aos microtubulos através de repetidas regides na sua parte C-terminal.
Existemm também evidencias do papel da tau como promotora da
polimerizacao da tubulina (Bohm e cols. 1990; Brandt e Lee, 1993;
Jancsik e cols. 1996). Drechsel e cols. (1992), observaram um
aumento na taxa de polimerizacdao dos microtubulos e uma inibicdo na

taxa de despolimerizacdao causados pela proteina tau.

Existem setenta e nove possiveis sitios Ser ou Thr de fosforilacdo ao
longo da isoforma cerebral da tau (441 aa). Usando-se anticorpo
monoclonal contra tau fosforilada, espectrometria de massa e técnica
de sequenciamento de aminoacidos da proteina, pelo menos trinta
sitios de fosforilacdo ja foram descritos. A maioria destes sitios de
fosforilacdo sao nos aminoacidos Ser e Thr em seqiéncias do tipo, Ser-
Pro e Thr-Pro (Morishima-Kawashima e cols. 1995; Buée e cols.
2000).

A regulacao do citoesqueleto neuronal por fosforilagdo tem sido
reconhecida como um sitio potencial de alteragdes relacionadas com
neuropatologias causadas por ambos os fatores, intrinsecos e
extrinsecos. As tubulinas, os neurofilamentos, as MAPs, as quinesinas,
actinas, e actinas ligadas as proteinas formam a estrutura dos axonios
e do citoesqueleto dendritico (Hirokawa, 1994). A descoberta de que o
aumento na fosforilagao da tau, com producao da forma
hiperfosforilada que é o principal componente dos PHFs, tem
despertado a atengdao para a natureza dos eventos pds traducionais

envolvidos com a modificacao desta MAP (Selkoe, 1991; Igbal e
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Novak, 2006). Os PHFs foram caracterizados pela sua insolubilidade e
pela sua habilidade de se corar com anticorpos monoclonais tal como
AZ-50 (Wolozin e Davies, 1987; Tsolaki e cols. 2001) . A mobilidade
da PHF-tau consiste de trés bandas de peptideos por volta de 60, 64 e
68 KD denominada proteina A68 (Wolozin e Davies, 1987).

A caracterizacao da tau, via “sitios de fosforilagdo”, utilizando anti-
anticorpo tem sido utilizada como instrumento na determinacdo dos
sitios de fosforilagdo da tau. A isoforma da tau humana apresenta
sitios os quais sdo reconhecidos por anticorpos especificos para “sitios
de fosforilacdo”; bem como sitios de acdo para possiveis proteinas
fosfatases. O anticorpo monoclonal tau-1, por exemplo, reconhece os
sitios de defosforilagdo entre os residuos 189 e 207. Condicdes que
favorecem a defosforilagdo aumentam a intensidade de coloracao
deste epitopo na membrana de transferéncia, de nitrocelulose e nas
células. O anticorpo monoclonal 5E2 reconhece o sitio independente de
fosforilacgdo em residuos 156-175. Estudos de mapeamento de
epitopos identificaram sitios das séries AT de fosforilagdo dependente
de anticorpos monoclonais: Ser-202 para AT8; N-terminal para AT10;
Thr-231 para AT80; Thr-181 para AT270. O anticorpo monoclonal PHF-
1 dependente de fosforilagdo, reconhece os residuos Ser-396-404,
enquanto o anticorpo Alz-50 reconhece a regiao N-terminal (Goedert e
cols. 1994; Kosik e cols. 1988; Igbal e cols. 1998) .

CINASES E FOSFATASES ENVOLVIDAS COM A REGULACAO DA
PROTEINA tau

As reacOes de fosforilacao e subseqliente defosforilacao sdo catalisadas
por proteinas cinases e fosfatases, respectivamente. Elas
desempenham um importante papel na tradugao de sinais,
responsaveis por uma série de eventos celulares, tais como,
proliferacdo e morte celular. Alteragdes nas proteinas cinases e
fosfatases estao intimamente relacionadas a varias disfungoes

celulares. As proteinas cinases nao somente fosforilam seus substratos
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protéicos, como também sdo fosforiladas por elas mesmas, assim
como por outras proteinas cinases (Ishida e cols. 2003; Ishida e cols.
2005).

Um estado diferente de fosforilagdo da tau resulta de alteragbes na
atividade de cinases e fosfatases especificas para tais sitios. Assim, a
traducdo de sinal intracelular é feita com base em um balanco entre
fosforilacdo e defosforilacdo. Segundo Billingsley e Kincaid, (1997) as
proteinas cinases direcionadas para tau sao arbitrariamente divididas
em trés categorias: (a) cinases dependentes de segundo mensageiro:
proteina cinase C (PKC), cinase dependente de AMP-C (PKA) e cinase
dependente de Ca®*/calmoldulina (CaMK II); (b) cinases direcionadas
para Pro-Ser: familia das MAPKs; GSK3; cinases dependentes de
ciclinas (cdk2 e cdk5) e (c) outras cinases (cinase Ser-262): cinases da
caseina; proteinas cinases dependente de DNA. A tabela 1,

apresentada abaixo, os sitios da tau para fosforilagao.

M. L Billingsley and R. L. Kincaid

Table 1 Tau-directed protein kinase sites

Abbreviations: TKR, tyrosing kinase receplor; ds, dauble-siranded.

Signal Sites an human tau-(1-441) Wicrobbule-assccialed ?

(a) Second-messenger kinases

PKA chAMP Ser-214, Ser-262, Ser-324, Ser-356, Ser400, Ser-416 o

PKC Ca*+/lipid Ser-324 No

CaM kinase I Ca™/TaM Ser-A08, Ser-416 Yes
(E) Proline-directed kinases

MAPK (p42, pdd, pd0, pd9) TKRs Ser-46, Ser199, Ser-20%, Ser-235, Ser-396, Ser40d, Ser422 Yes

cokd {fau kinasz 11) ? Ser-195, Ser-202, The-205, Thi-231, Ser-Z35, Ser-196, Ser-404 Yes

coc2 ? Ser-195, Ser-202, Thi-205, Thi-231, Ser-235, Ser-396, Ser-404 No

GEK3x ? Ser-199, Ser202, The212, Thi-231, Ser-Z35, Ser-262 Ser-324, Ser-356, Ser-306, Ser-404 Yes

GSKAF (lau kinase [) li 56199, Thr-231, 5er3%5, Ser-413 Yes
{c) Diher kinases

g 7 Ser2R2 Yes

Casein kinase | ? 56396, Ser40d, Alz-50, SMI-34 Yes

Casein kingse |l ? S5er-396, Ser40d, SMIM ?

DM-dependent kinase ds ONA Not determined ?
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Conforme mencionado, a maioria das cinases envolvidas na fosforilagao
da tau sao proteinas cinases direcionadas para prolina-serina, as quais
incluem: MAPKs (Drewes e cols. 1992; Goedert e cols. 1997; Yoshida e
cols. 2004), GSK3 cinase, (Hanger e cols. 1992; Leroy e cols. 2007),
tau-tubulina cinase (Takahashi e cols. 1995; Paudel, 1997) e cinases
dependentes de ciclinas, incluindo cdc2 e cdk5 (Baumann e cols. 1993;
Liu e cols. 1995; Pei e cols. 2002).

Sitios ndao serina/treonina-prolina podem ser fosforilados por muitas
outras cinasess, incluindo MARK (microtubule-affinity regulating kinase)
(Drewes e cols. 1997; Trinczek e cols. 2004), CaMPK II (Ca®* -
calmodulin-dependent protein kinase II) (Johnson, 1992), PKA (cyclic-
AMP-dependent kinase) (Jicha e cols. 1999) e caseina cinase II
(Greenwood e cols. 1994). Numerosas cinases, prolina direcionadas e
prolina ndao direcionadas, tém sido usadas para observar a completa

fosforilacdo de diferentes isoformas da tau (Singh e cols. 1996).

A proteina tau do tecido cerebral ou das células do neuroblasto é
rapidamente defosforilada pelas fosfatases enddégenas (Buée-Scherrer e
cols. 1996; Matsuo e cols. 1994). Os residuos de Ser/Thr das proteinas
fosfatases 1, 2A, 2B e 2C, presentes no cérebro (Ingebritsen e Cohen,
1983; Cohen e Cohen, 1989; Terol e cols. 2002), sao rapidamente
reguladas (Dudek e Johnson, 1995; Pope e cols. 1993). Assim como as
cinases, as fosfatases tém muitos efeitos fisioldgicos diretos ou indiretos,
e contrabalancam os efeitos das cinases. Elas estdao associadas direta ou
indiretamente com os microtubulos (Sontag e cols. 1995; Dudek e
Johnson, 1995; Sontag e cols. 1999). Por exemplo, tem-se
demonstrado que a proteina tau age como um elo entre a proteina
fosfatase 1 (PP-1) e a tubulina (Liao e cols. 1998), ao passo que a PP-
2A esta diretamente ligada aos microtubulos por interagdes idnicas
(Sontag e cols. 1999).

Varios membros da familia MAPK fosforilam a tau, tais como as ERKs,
p44 ou ERK1, (Lu e cols. 1993), p42 ou ERK2, (Arendt e cols. 1995) e
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a PK40 ou ERK (Pei e cols. 1999). As ERKs participam de uma cascata
de respostas celulares ampliando os estimulos extracelulares e
regulando a proliferacdao e a sobrevivéncia de muitos tipos celulares.
Essa classe de cinases esta também envolvida em processos anabdlicos,
tais como crescimento, divisdao e diferenciacao celular (Obara e cols.
2007; Yoshizumi e cols. 2000). Muitos dos anticorpos relacionados ao
PHF reconhecem os residuos Ser/Thr-Pro e, portanto, modificacdes da
tau pelas MAPKs levam a um aumento na intensidade de cor que
representa alteracbes detectadas com o uso destes anticorpos. As
MAPKs tém sido co-localizadas em neurbnios PHF positivos. As MAPKs
podem também fosforilar a tau em culturas de neurdnios e em fatias de
tecidos cerebral, primeiro pela ativacao dos receptores tirosina cinase e
depois através da cascata de ativagdo via proteinas cinases. Em fatias
de tecido cerebral a ativacao da p42MAPK via NGF (fator de crescimento
do nervo), ou o bloqueio da PP-2A, leva a um aumento na fosforilacao
da tau (Garver e cols. 1995). Lu e cols (1993) demonstraram que
microinjecoes de p44 em cultura primaria de neur6nios do hipocampo de
ratos, resultou em hiperfosforilacado da PHF-tau associada com o

comprometimento na associagdao dos microtubulos.

O grupo das proteinas cinases p38 compreende as seguintes isoformas:
p38a, p38PB, SAPK3/p38y (stress-activated protein kinases, SAPK, IJNK, e
p38) e a SAPK4/p38d (Cohen, 1997). Formas ativadas andmalas das
p38s e IJNK tém sido encontradas associadas as células que contém
filamentos tau em algumas doencas neurodegenerativas (Atzori e cols.
2001; Ferrer e cols. 2001) , essas cinases podem contribuir para a
hiperfosforilagdo da proteina tau. As isoformas da p38 sao membros da
familia das MAPK e sdo ativadas por estresse celular, lipolissacarides
bacterianos, citocinas e na resposta primaria celular por agentes
citotoxicos (Yoshizumi e cols. 2000); Cohen, 1997). Segura Torres e
cols. (2006) verificaram que a excitotocidade e morte neuronal ocorrida
pela ativacao de receptores NMDA e nao NMDA de glutamato no SNC, é

devida a uma forte ativacao da p38 pelo glutamato. E que a morte
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neuronal pode ser prevenida pelos inibidores da via da p38. A atividade
de cinases Ser/Thr, direcionada por prolina, estd associada com a
regulacdo da proteina tau em preparacoes cerebrais (Ishiguro e cols.
1992; Morishima-Kawashima e Kosik, 1996). A GSK3 (glycogen
synthase kinase 3) compreende duas formas, “a” e “B” (Woodgett,
1990; Ikeda e cols. 1998) , sendo que, ambas estao associadas com os
microtubulos e com a fosforilcdo da tau (Singh e cols. 1995; Sengupta e
cols. 1997). A GSK3 é uma cinase serina/treonina e esta envolvida na
regulacdo de diversos processos, incluindo sintese de glicogénio e
adesdo celular das seis isoformas da proteina tau identificadas, todas

sao fosforiladas pela GSK3 (Sanchez e cols. 2003).

A GSK3a fosforila a tau nos residuos de Ser199, Ser202, Ser235, Ser396
e Ser404 e uma estimulacao pela heparina leva a ativacao da GSK3a a
qual fosforila a tau nos residuos Thr-212, Thr231 e Ser262, Ser324,
Ser356. As Ser235, Ser262, Ser324, Ser356, e Ser404 (particularmente
nos sitios Ser262) tém sido identificados como os cinco sitios mais
potentes para reduzir a ligagdo da tau com os microtubulos e que,
portanto, possivelmente estejam envolvidos em degeneracdo neuronal.
A Thr231, Ser235, Ser262, e Ser404 sao os quatro sitios mais bem
documentados envolvido na fosforilagao da tau na DA (Yang e cols.
1994; Zheng-Fischhofer e cols. 1998).

II.2 OBJETIVOS

IT1.1 GERAL: Investigar o envolvimento de componentes moleculares do
citoesqueleto e do sistema de traducao de sinais no mecanismo de acao

de fatores neurotoxicos.
I12.2 ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos neurotéxicos do glutamato, em alta concentracdo e, do

peroxido de hidrogénio (estresse oxidativo) sobre:
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a) a morte celular em culturas primarias de neurdnios corticais de
rato;
b) os niveis de fosforilagdo das proteinas tau e de cinases especificas

para a tau.
II.3 MATERIAL E METODOS
CULTURA PRIMARIA DE NEURONIOS

Neurdnios corticais de embrides de ratas de 17 dias de gestagao foram
assepticamente dissecados e dissociados por tripsinizacdo e trituracao,
conforme detalhado a seguir. Durante e apods a dissecacdo o tecido
cortical foi mantido em solugao estéril e iso-osmoética de HBSS, (Hank’s
balanced salts solution, Gibco, Invitrogen) contendo Cacl, e Mgcl,. Para
cada 5 a 10 neocortex dissecados, 4,5 ml de solucdo HBSS e 0,5 ml de
tripsina (0,05% p/v) foram adicionados e transferidos para um tubo de
ensaio, que foram mantidos em Banho-Maria 37°C por 30 minutos. A
paralisacdo da reacao (tripsinizacdo) foi feita lavando as células por 3
vezes com 14 ml da seguinte “solugdao de uso”: 45 ml de solucgao
neurobasal para meio de cultura (neurobasal ™ cat. N° 21103 Gibco,
Invitrogen), na qual foram adicionados: 1ml de solugao NB-27,
(suplementos NB27, cat. N° 17504 Gibco, Invitrogen), 0,5 ml de
penicilina, 0,5 ml de estreptomicina, 0,5 ml L-Glutamina, 5ml de soro
fetal de bezerro (10% v/v) e 50 ul de DNAse. Em seguida as células
foram trituradas em 2,5 ml da mesma "“solucao de uso”, com uma pipeta
de vidro Pasteur de ponta fina, através de sucessivas aspiragdes, até
gue se obtivesse uma suspensao fina de células. A suspensao de células
foi filtrada em filtro de nylon e ent3ao centrifugada a 1000 g por 5
minutos. Apds centrifugacdao, o sobrenadante foi descartado e as células
foram re-suspensas em 6 ml da mesma solucao acima, exceto o soro
fetal e a DNAse. Posteriormente, 46 ml da mesma solucdao neurobasal
para meio de cultura foi adicionada a suspensao obtendo-se uma
densidade celular de 10 células/ml. Em seguida, 2 ml do meio foram

transferidos para placas de cultura estéreis, com 6 pogos, revestidas
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previamente com Poli-L-lisina (10 pg/ml). A natureza quimica desta
molécula permite interacdes com sitios anidnicos das células resultando
em uma forte adesdao das células com a parede do fundo da placa. As
células do meio de cultura foram entdo incubadas em estufa estéril a

37°C por 12 dias, com temperatura e quantidade de CO, controlados.

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Logo apds o término do periodo de incubagao de 12 dias, as células em
cultura foram utilizadas para a realizacao de diferentes experimentos, na
auséncia (condigdes controles) ou na presenca de glutamato (Sigma) ou
perdxido de hidrogénio (Sigma). Foram executados experimentos, com
pelo menos duas réplicas para cada, com a finalidade de se estudar os
efeitos dos dois tratamentos (alta concentracao de glutamato ou
peroxido de hidrogénio), em diferentes tempos de incubacdo (1, 2, 5,
10, 20, 30, 40, 50 e 60 min) sobre: a) a viabilidade de células de
neurdnios corticais em cultura; b) o nivel de fosforilacdo da proteina tau
e c) o nivel de fosforilacdo de proteinas cinases (GSK-3a3 e MAPKs) que

atuam sobre a proteina tau.

AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

Para se verificar os efeitos de uma alta concentracao de glutamato e do
peroxido de hidrogénio sobre a viabilidade celular utilizamos o método
espectrofotométrico do MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2)-5-(3-
carboxymetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazol], através do qual a
viabilidade celular foi monitorada. O composto MTS tetrazol, de cor
amarela, é reduzido pelas células a um composto formazol, de cor
marrom, o qual é soluvel no meio de cultura celular. Os principais sitios
de acao para a reducdo do MTS acontecem em dois estagios da cadeia
transportadora de elétrons, citocromo oxidase e a ubiquinona. Portanto,
a reducdao do MTS indica um funcionamento celular adequado (fungao

mitocondrial normal) que pode ser avaliado quantitativamente por uma
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medida da variacdo da absorbancia das células viaveis na cultura celular,
quando se incide um feixe de luz em um comprimento de onda (A) de
490nm. A absorbancia foi medida usando o equipamento Bio-Tek
microplate (modelo Wallac 1420 instruments-Perkin Elmer). Os
resultados obtidos em absorbancia foram expressos em percentagem de
células vivas com relagcdao ao controle (considerado como tendo uma
viabilidade celular correspondente a 100%). Os valores médios de
absorbancia + SE dos controles para os experimentos realizados com
glutamato e perdéxido de hidrogénio foram 1,0 + 0,08 e 1,209 + 0,046,

respectivamente.

EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE GLUTAMATO OU
PEROXIDO DE HIDROGENIO SOBRE A VIABILIDADE CELULAR:

20 yl da solucdo MTS (celltiter 96" Aqueous, Promega) foi adicionada a
100 yl do meio de cultura celular de cada pogo da placa de Elisa. A
seqguir, diferentes concentracdoes de glutamato (1 uM, 10 uM e 100 pM)
ou de peroxido de hidrogénio (10 uM, 100 uM e 1000 pM), mantidas por
24 ou 48 horas, foram utilizadas para se verificar o efeito da

concentracao desses compostos sobre a viabilidade celular.

EFEITO DO TEMPO DE INCUBACAO NA PRESENCA DE GLUTAMATO
OU PEROXIDO DE HIDROGENIO SOBRE A VIABILIDADE CELULAR:

Estabelecida as concentracdbes que provocaram morte celular
significativa, um segundo experimento foi realizado para verificar o
efeito do tempo de incubacao na presenca desses compostos sobre a
viabilidade celular. Para isso, 100 uM de glutamato ou 1 mM de perdxido
de hidrogénio foram adicionados as culturas celulares de cortex que
foram entdo mantidas em incubacao por diferentes tempos (1, 2, 5, 10,
20, 30, 40, 50 e 60 min).
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AVALIACAO DOS EFEITOS DO GLUTAMATO (100 uM) E DO
PEROXIDO DE HIDROGENIO (1000 uM) SOBRE OS NIVEIS DE
FOSFORILACAO DA PROTEINA tau E DE PROTEINAS CINASES:

Imediatamente apds a incubagdao, em diferentes tempos, das células
neuronais, com glutamato ou perdoxido de hidrogénio, o meio de cultura
foi removido por aspiracao e as células foram lavadas por 3 vezes com 1
ml de tampao Tris salino gelado (Tris 25 mM, NaCl 140 mM e KCI 5 mM,
pH 8). Logo em seguida foi adicionado, diretamente sobre as células
para a desnaturacdo protéica, 200 ul de tampao SDS-Gel [Tris-HCI 62,5
mM, pH 6,8, 2% (p/v) na presenca de dodecil sulfato de sddio- SDS],
contendo: 5% v/v de mercapto etanol, 10% (v/v) de glicerol, e 0.001%
(p/v) de azul de bromofenol, aquecido a 100°C. As células foram entdo
homogeneizadas, com o auxilio de uma espatula, e logo apds, o lisado
celular foi armazenado em tubo Ependorf e estocado a - 20°C, para
posterior andlise das fosfoproteinas por eletroforese em gel de
poliacrilamida, em presenca de SDS, com posterior ensaio por Western
Blot.

ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

Um sistema para eletroforese da Bio-Rad foi utilizado. Foram aplicados
sobre o gel de concentracao, 5 ul da amostra de suspensao de células
corticais (conforme preparacao descrita acima) para a condigcao controle,
referente a avaliagdo dos efeitos do glutamato e do perdxido de
hidrogénio sobre a actina e, 15 ul da amostra para o estudo dos efeitos
desses tratamentos sobre as demais proteinas (tau e diferentes
proteinas cinases). A composicdo do “gel de concentracdo” 4% utilizado
foi: 2,44 ml de agua deionizada, 1 ml de tampdo do gel de
concentracao, 500pul de acrilamida (4%), 60 ul de persulfato de amoénio
(10%p/v) e 6 pl de N,N’,N’,N’-Tetrametil etilenodiamina (Temed). A
mistura de proteinas contida nas amostras foi separada em “gel de

corrida” SDS-poliacrilamida 10% [3,97 ml de agua deionizada, 2,6 ml de
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tampao do gel de corrida, 3,33 ml de acrilamida, e 100 pl de persulfato
de amonio (10%p/v) e 10 pl de Temed]. A separacao foi, portanto, de
acordo com o peso molecular de cada proteina, com um tempo de
corrida de 1h a 150 volts, usando-se um sistema com tampao de corrida
pH 8,3, Tris 250 mM, Glicina 192 M, 1% (p/v) de SDS, acrescidos de

metanol e agua.

WESTERN bLOT

Logo apds a separacao por eletroforese foi feita a transferéncia das
proteinas do gel para uma membrana de nitrocelulose (Schleidher &
Schell), utilizando um sistema de “sanduiche” de papel semi-seco para
transferéncia (transblotter, SD, Bio-Rad). No tanque que estava o
“sanduiche” foi adicionado o tampdo de transferéncia pH 8,3 Tris 250
mM, Glicina 192 M, acrescidos de metanol e agua. O periodo utilizado
para a transferéncia das proteinas foi de 1h em uma diferenca de
potencial ajustada para 30 volts. Apds a transferéncia das proteinas para
a membrana de nitrocelulose, a mesma foi colocada em 10 ml de
“solucao de blogueio” contendo: 3 g de leite em pé ou 0,5 g de albumina
de soro bovina 5% (dependendo do anticorpo utilizado), acrescidos de
tampao Tris 250 mM, NaCl 1,4 M, KCI 50mM e pH 8,0. Essa solucao foi
utilizada para lavar a membrana por 3X consecutivas durante 10 min
cada. Ao término destas etapas a membrana de nitocelulose foi
transferida para 10 ml da mesma "“solucao de bloqueio”, acrescida do
anticorpo primario e mantidas por 24 h. Apds incubacdao da membrana
com o anticorpo primario, essa foi lavada por 4X durante 10 min com
tampao Tris-NaCI-KCl pH 8,0 e colocada no agitador. Depois de lavada a
membrana foi novamente transferida para 10 ml da mesma “solucao de
bloqueio” e o anticorpo secundario foi adicionado permanecendo nesta
solugao por mais 1 h. A membrana foi entdao lavada da mesma maneira

da primeira etapa. As proteinas especificas foram quantificadas por
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densitometria no equipamento, Odyssey v1.2, Infrared Imager (LiCoR
Biosciences, Lincoln, NB), nos seguintes comprimentos de onda (A) de
700 ou 800 nm, dependendo do anticorpo secundario utilizado. Os
resultados foram expressos em densidade 6ptica (média + erro padrao)
de dados obtidos de pelo menos trés experimentos realizados para cada
fosfoproteina. Os calculos foram feitos dividindo-se os dados obtidos
para cada proteina nas condicOes estudadas (presenca de glutamato ou
de perdéxido de hidrogénio) pelos seus respectivos controles (auséncia

dos tratamentos) e posterior correcao usando como padrao a actina.

ANTICORPOS UTILIZADOS PARA DETECCAO DAS
FOSFOPROTEINAS:

Anti actina: anticorpo monoclonal (mAb) de camundongo (Ac-15), anti
actina, direcionado para B actina (Abcam), detecta a B actina em uma

variedade de tecidos e espécies.

Anti-fosfotirosina: clone 4G’10, anticorpo monoclonal (mAb) de

camundongo, isotipo IgG2bk (Cell Signaling Technology).

Anti tau-1: anticorpo monoclonal de camundongo, que reconhece a
forma defosforilada do epitopo normal da tau (Ser!®®, Ser?°?) (Chemicon

international), isotipo 1gG28.
Anti-PHF-1: anticorpo monoclonal PHF-1 (Albert Einstein College of
Medicine, Bronx, NY) reconhece residuos de Ser*°® e Ser*®* fosforilados,

gue estdo envolvidos na estabilizagao da proteina tau.

P-GSK-3 af3: anticorpo monoclonal de camundongo P-GSK-3 off (mAb),

reconhece Ser?! e Ser’ da forma ativa (fosforilada) da GSK-3. (Cell

Signaling Technology).
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GSK-3 aff: detecta GSK-3B e GSK-3a, anticorpo monoclonal de

camudongo (Stressgen Biotechnologies).

Anti- P-p38 e anti-p38 total: anticorpos policlonais (pAb) de coelho

(pTGpY) que reconhecem residuos fosforilados de tirosina e treonina
(Tyr'®, Thr'®9) (Promega) da proteina cinase p38. O anticorpo que
reconhece as formas ativas e inativas (total) foi produzido contra
peptideos sintéticos derivados de seqliéncias de aminoacidos de ambas

as formas (Promega).

Anti-p42/p44 e anti-p42/p44 total: anticorpo policlonal (pAb) de coelho

Erk1/2, reconhece residuos ativos de tirosina e treonina (Tyr?%¢, Thr?%?),
(Cell Signaling Technology), as duas tirosinas e treoninas fosforiladas
representam as formas ativas de ambas cinases p42 (=Erkl) e p44
(=Erk 2). O anticorpo que reconhece as duas formas (total) também é
policlonal contra coelho e produzido contra uma seqliéncia de peptideo

da p42 (Cell Signaling Technology).

Anticorpos secundarios: anticorpo monoclonal de camundongo IgG
(H+L) com alta absorcao (Eugene, Oregan EUA) para todos os
anticorpos primarios de camundongos. Anticorpo policlonal anti coelho
IgG (H+L), (Promega) para todos os anticorpos primarios de coelho
(Qualified Donkey Anti-Rabbit IgG (H+L) secondary anti-bodies (both
HRP- and AP-conjugated).

ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos para a viabilidade celular foram tratados por Andlise de
Variancia (ANOVA) fatorial 2x4, sendo os fatores: tempo (dois niveis) e
concentracao (quatro niveis), e fatorial 2x12 com medidas repetidas no
ultimo elemento sendo os fatores: tratamento (dois niveis, com e sem

tratamento) e tempo de incubacao (12 vezes). Para os dados referentes
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a cada fosfoproteina especifica (forma fosfofatada e total) foi utilizada a
Analise de Variancia (ANOVA) fatorial 2x10 com medidas repetidas no
ultimo elemento, sendo os fatores: tratamento (dois niveis, com e sem
tratamento) e tempo de incubacao (10 vezes). Quando algum efeito
significativo foi detectado na ANOVA, o teste “t” de Student foi utilizado
para comparar diferencas entre dois pontos especificos, como, forma
fosforilada e fracao total (fosforilada e defosforilada). As diferencas entre
as médias dos grupos foram consideradas estatisticamente significativas

para valores de p<0,05.

II.4 RESULTADOS

VIABILIDADE CELULAR

Na figura 18 os painéis A e B apresentam as culturas tratadas,
respectivamente, com glutamato e perdxido de hidrogénio. ANOVA 2x4
(tempo de incubacdao x concentracdao do composto) para os dados
obtidos em culturas tratadas com glutamato mostrou efeito significativo
da concentragdo deste composto (Fs,112=21,67; p<0,01); o tempo de
incubagdo ndo teve efeito significativo (Fy,11,=0,86; p>0,05); também
nao houve interagao significativa (Fs;112=1,91 p>0,05). Da mesma
forma, em culturas tratadas com peréxido de hidrogénio, houve efeito
significativo da concentragao (Fs;:11,=400,24; p<0,01), mas nao do
tempo de incubagdo (F;i112=1,81; p>0,05); também ndo houve
interagao significativa (Fs,112=0,55; p>0,05). As culturas tratadas com
glutamato o teste t de Student, mostrou que as concentracoes de 10 e
100 puM provocaram uma diminuicao significativa na percentagem de
células vivas (p<0,01) em relacdo ao controle. O tempo de incubacao
provocou diferenca significativa na percentagem de células vivas
(p<0,05) na presenca de 100 uM de glutamato, sendo o tempo de 48h
mais efetivo com relacao ao efeito na morte celular. No caso das outras
concentracdes nao houve diferenca significativa provocada pelo tempo

de incubacdo. Esses dados indicam que, quanto maior a excitabilidade,
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provocada por altas concentracdes de glutamato, menor a viabilidade
celular. Um dado interessante é que nao observamos diferenca entre as
concentracoes de 10 uM e 100 uM, indicando uma possivel saturacao
dos receptores em concentragdes acima de 10 uM.

No caso das culturas tratadas com peroxido de hidrogénio, a
concentracao de 10 yM provocou uma diminuicdo significativa ao nivel
de 0,05 na percentagem de células vivas, comparada ao controle
(auséncia de perdéxido de hidrogénio). As concentragcoes de 100 e 1000
KM provocaram diminuigdes significativas ao nivel de 0,01. Da mesma
forma que a excitabilidade provocada pelas diferentes concentragoes de
glutamato, quanto maior o estresse oxidativo provocado pelo perdxido

de hidrogénio, maior o efeito sobre a morte celular.

A Clutamato B HO,

120§ | |
*

100+

B0 1

G -

Y Celulas vivas

Olpht im 10phd 00 O bt 10pkd AD0pkd 000u
B 24 horas c .
B 45 horas oncentracao

Figura 18 Efeito da concentracdo de glutamato (painel A) e da concentragdao de
peroxido de hidrogénio (painel B) sobre a viabilidade celular expressa em
percentagem de células vivas, com os tempos de 24h (barras vermelhas) e 48 h
(barras cinzas) de incubagdo. O valor da concentracdao para qualquer um dos
tratamentos teve efeito significativo sob a percentagem de células vivas (exceto,
para o glutamato na concentracdo de 1 uM). O tempo de incubagdo nao teve efeito
significativo, exceto para o glutamato na concentracao de 100 uM. * p<0,05, e **
p<0,001.
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A figura 19 apresenta o efeito do tempo de incubacdao sobre a
viabilidade celular. A ANOVA fatorial 2x12 (tratamento utilizado e tempo
de incubacao) com medidas repetidas no ultimo elemento mostrou um
efeito significativo (Fy,144= 32,81; p <0,01) do glutamato em relagao ao
controle. O efeito do tempo de incubacdo também foi significativo
(Fs,128= 3,67; p<0,01), indicando que o tempo de incubagao interfere
com a sobrevivéncia celular, quando as células estdo expostas a uma
mesma concentracao de glutamato. ANOVA fatorial 2x12 com medidas
repetidas mostrou um efeito significativo (F;144= 669,18; p <0,01) do
tratamento com o perdoxido de hidrogénio em relagdo ao controle; o
efeito do tempo de incubagao também foi significativo (Fs 126= 2,70; p<
0,01), mostrando que o tempo de incubacdo também interfere com a

sobrevivéncia celular.
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Figura 19 Efeito do tempo de incubacao sobre a percentagem de células vivas,
considerando a condicao controle como 100%. Os tratamentos foram com
glutamato na concentragao de 100 uM (linha vermelha) e H,0O, na concentragao
de 1000 pM (linha azul).
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As figuras 20 e 21 (painéis A, B e C), ilustram analises qualitativas
por Western blot, para uma das classes de cinases estudadas (p42 e
p44), painéis B e C da figura 20, e para a proteina tau, painel B da
figura 21. Nos painéis A, das duas figuras, estdo representados
resultados qualitativos de ensaios controles usando anticorpo para
actina. Nos dois casos (figuras 20 e 21) estdao sendo apresentados,
para efeito de ilustracdo das analises qualitativas, os experimentos
realizados na auséncia (controles) e na presenca de glutamato 100 uM,
nos tempos de incubacdo de 20 a 60 min. No painel B da figura 20,
apresentamos uma imagem de identificacdo por fluorescéncia, das
proteinas cinases p44 e p42. Nos painéis C, das duas figuras, sao as
mesmas imagens apresentadas nos painéis B, reproduzidas por
mapeamento das areas correspondentes a serem analisadas por método
guantitativo. Todos os dados referentes as analises quantitativas estao
apresentados nas proximas figuras, para todas as fosfoproteinas

estudadas.
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Figura 20 Painel A: ilustra uma imagem de Western blot controle, realizado com

anticorpo para a actina; Cl e C2 significam amostras controles (culturas

incubadas sem glutamato e sem peréxido de hidrogénio). As demais canaletas,
indicadas por 20, 30, 40, 50, e 60mim, sao em condigdes de diferentes tempos de

incubacdo, em presenca de glutamato 100 uM. Painéis B e C: revelagcao por
imunofluorescéncia de Western blot para detectar as proteinas cinases p44 e p42

total, com anticorpos anti-p44/p42. Ver detalhes no texto.
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Figura 21 painéis A, B e C ilustram imagens de Western blot._Painel A:
controle, realizado com anticorpo para a actina. C1 e C2 significam amostras
controles (culturas incubadas sem glutamato e sem perdéxido de hidrogénio). As
demais canaletas, indicadas por 20, 30, 40, 50, e 60mim, sao em condigbes de
diferentes tempos de incubacdao em presenca de glutamato 100 uM. Painéis B e
C: sdo imagens de Western blot obtidos da proteina tau, detectada com os

anticorpos tau-1 (direita) e PHF-1 (esquerda). Ver detalhes no texto.
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Na Figura 22 painel A apresentamos duas imagens ilustrando aspectos
qualitativos da andlise por Western blot para as proteinas fosfotirosinas,
detectadas utilizando anticorpo monoclonal 4G’10. Na imagem da
esquerda ilustramos os experimentos realizados na auséncia (controles,
C1l e C2) e na presencga de glutamato 100 uM incubados por 20, 30, 40,
50 e 60 mins. Na imagem da direita, apresentamos resultado de um
experimento similar na presenca de peréxido de hidrogénio 1000 uM. O
painel B da figura 22 mostra o grafico com os dados quantitativos, para
os dois tratamentos, nos tempos de incubacao de 1 a 60 min. Nesse
grafico a letra “C” indicada na abscissa, representa um valor médio para

as condigoes (controles) na auséncia de tratamento.

ANOVA fatorial 2x10 (tratamento X tempo de incubacao) com medidas
repetidas no Ultimo elemento ndo mostrou efeito significativo (F14 =
0,75; p >0,05) do tratamento com glutamato em relacdo ao controle;
o efeito do tempo de incubagao foi significativo (Fs 3= 2,64; p <0,05),
indicando que o tempo de incubacao tem influencia sobre a fosforilagao

destas proteinas em presencga de glutamato 100 uM.

ANOVA fatorial 2x10 com medidas repetidas, mostrou um efeito
significativo (F14= 427,94; p <0,01) do perdxido de hidrogénio em
relacdo ao controle, sendo o efeito do tempo de incubagdo também
significativo (Fg3, = 24,16; p< 0,01), evidenciando com isto, que as
células corticais de cultura primaria de neur6nios sdo sensiveis tanto ao
H,O, quanto ao tempo de incubacao, com relacao ao efeito desse
tratamento sobre o nivel de fosforilacdo dos residuos tirosina das
proteinas totais detectadas nas condicdoes estudadas. Os residuos de
tirosinas da fracao total das fosfoproteinas sao rapidamente fosforilados
na presenca de H,0, podendo ser observado, na figura 22, que este

efeito atinge o seu valor maximo em 20 minutos.
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Figura 22, painel A: exemplo de uma imagem de Western blot para a fragdao de
fosfoproteinas totais detectada a partir dos residuos de fosfotirosina. C1 e C2
indicam condicGes controles, auséncia de glutamato e perdxido de hidrogénio. Nas
canaletas identificadas de 20min até 60 min estdo ilustrados os aspectos
qualitativos da fragcdo de proteinas fosforiladas nos residuos de tiroxina em
presenca de glutamato 100 uM (imagem da esquerda) ou perdxido de hidrogénio
1000 uM (imagem da direita). O grafico apresentado no painel B mostra os dados
da analise quantitativa dos efeitos do glutamato (linha continua) e do perdxido de
hidrogénio (linha pontilhada) sobre a fosforilacdo de residuos de tirosina da fracdo
protéica total. As setas vermelhas e azuis indicam a correspondéncia entre os
aspectos qualitativos e quantitativos dos efeitos do glutamato e do perdxido de
hidrogénio, respectivamente, aos 20 minutos de incubacdo. Maiores detalhes estdo

descritos no texto.
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A Figura 23 apresenta os graficos referentes aos efeitos do glutamato
100 pM (painel A) e perdoxido de hidrogénio 1000 uM (painel B) sobre a
concentracao de isoformas defosforilada e fosforilada da proteina tau,
guantificadas através dos valores da densidade dptica obtidos com o uso
dos anticorpos tau-1 e PHF-1. A ANOVA fatorial 2x10 (tratamento X
tempo de incubagdao) com medidas repetidas no Ultimo elemento
mostrou efeito significativo (F;4=15,69; p <0,05), sobre a concentragao
das isoformas detectadas com tau-1, durante tratamento com glutamato
(100 uM) em relagao ao controle; o efeito do tempo de incubacao foi
significativo (Fg 3= 3,8; p < 0,01), indicando que o tempo de incubagao
com o glutamato tem efeito sobre a tau. Por outro lado, ANOVA 2x10
mostrou que nem o glutamato (F;3,=3,94; p>0,05) nem o tempo de
incubagao (Fs3,=1,66; p >0,05) tiveram efeitos significativos sobre as
isoformas detectadas com o anticorpo PHF-1. Observa-se que o efeito do
glutamato aumenta a partir de 2 minutos para a forma defosforilada da
tau enquanto a forma fosforilada permanece sem grandes alteracdes. O
teste "t” mostrou que o glutamato teve um efeito significativamente
maior sobre a tau-1 nos tempos 10, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos de

incubacao (p <0,05).

A ANOVA 2x10 mostrou um efeito significativo do perdxido de hidrogénio
(painel B) sobre a concentracao das isoformas detectadas com o
anticorpo tau-1 (F; 4= 10,35; p <0,05), o tempo de incubagao também
teve efeito significativo (Fs32,= 7,89; p<0,01). O perdéxido de hidrogénio
teve efeito significativo (Fi4= 274,45; p <0,01) sobre a concentragao
das isoformas detectadas com o anticorpo PHF-1; o tempo de incubacao
ndo teve efeito significativo (Fs3,= 1,74; p >0,05). O perdxido de
hidrogénio tem um efeito maior a partir de 20 min, sobre isoformas da
tau detectadas com anticorpo tau-1, enquanto isoformas da tau
detectadas com anticorpo PHF-1 permanece sem grandes alteragdoes. O
teste “t” mostrou que o peroxido de hidrogénio teve um efeito
significativamente maior sobre a tau-1 nos tempos 30, 40, 50 e 60

minutos de incubacao (p <0,05).

126



A Slutamato

T -
E
5 -
4
3
o =]
=14
=
- 1] T
1
)
=
=
[
—
1
.
==
E -
==
B S =+ -
4 - }_. “i
3 - -
2 - & .ri‘
- 1 2 5 10 &0 30 40 50 B0
Tempo de incubacaa (min)
Glutarmakto Ho i
PHF-1 === PHF-1

Figura 23 painéis A e B: Graficos mostrando os efeitos do glutamato 100 uM
(linhas continuas) e do perdxido de hidrogénio 1000 uM (linhas pontilhadas),
respectivamente, sobre a concentracdo das isoformas da proteina tau
detectadas com os anticorpos tau-1 (linha verde) e PHF-1 (linha azul).*
p<0,05, e ** p<0,001.
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A figura 24 painel A apresenta o efeito do glutamato 100 uM sobre a
concentracao da classe de cinases detectadas com o anticorpo GSK-3a,
conformacao fosforilada e total (defosforilada e fosforilada). A ANOVA
fatorial 2x10 (tratamento X tempo de incubacao) com medidas repetidas
no ultimo elemento mostrou efeito significativo (F;4=11,15; p<0,05) do
tratamento com glutamato sobre a concentracao da P-GSK-3 off na sua
forma ativa (conformacao fosforilada), em relagdo ao controle; o efeito
do tempo de incubagao sobre a P-GSK-3 off foi significativo (Fsg3,=
24,42; p <0,01). ANOVA 2x10 mostrou que o glutamato também tem
efeito significativo (F14=9,87; p <0,05) sobre a concentragdo da forma
total (GSK-3 oaB= fosforilada + defosforilada). O tempo de incubacao
também teve efeito significativo (Fs32,=6,65; p <0,01) sobre GSK-3 of
total. A comparacao, entre P-GSK3 e GSK3 total, com relacao aos efeitos
do glutamato, mostrou que nao houve diferenga significativa. (F;4,=
0,07; p >0,05). Entretanto o tempo de incubacdo teve efeito
significativo (Fg36,=18,74; p <0,01) e houve interagao significativa entre
os efeitos do glutamato e do tempo de incubagao (Fes36= 9,22; p <0,01).
Com tempos de incubacdo até 10 minutos o glutamato teve uma
tendéncia a apresentar um efeito maior sobre a GSK-3 of total, e a
partir de 40 minutos a tendéncia de seu efeito foi maior sobre a forma
fosforilada. O teste t, mostrou que aos 10 minutos de incubacao o efeito
do glutamato sobre a GSK-3 of total foi significativamente maior que
seu efeito sobre a P-GSK-3 o3 (p <0,05). Apartir dos 40 minutos o efeito
do glutamato sobre a P-GSK-3 o (conformacao fosforilada) foi
significativamente maior que seu efeito sobre a GSK-3 off total (P
<0,05). O painel B apresenta os efeitos do perdéxido de hidrogénio 1000
MM em relacdao ao controle, sobre a P-GSK-3 o e GSK-3 af total. A
ANOVA 2x10 mostrou um efeito significativo do perdxido de hidrogénio
sobre a concentragao da P-GSK-3 af (Fi,4= 29,08; p <0,05), o tempo de
incubagdo também teve efeito significativo (Fg 3= 25,25; p <0,01). Em
relacdo a GSK-3 of total o perdoxido de hidrogénio nao teve efeito

significativo (F14=5,4; p >0,05) mas, o tempo de incubacgao teve efeito

128



significativo (Fg 3= 6,95; p <0,01). O grafico apresentado mostra que
houve um pico no efeito do perdxido de hidrogénio sobre a P-GSK-3 of.
A comparacao, entre P-GSK3 e GSK3 total, com relacao aos efeitos do
peroxido de hidrogénio, mostrou que nao houve diferenca significativa
(F1,4= 1,85; p >0,05). Entretanto o tempo de incubagao teve efeito
significativo (Fg,36=21,07; p <0,01) e houve interagao significativa entre
os efeitos do perdxido de hidrogénio e do tempo de incubagdo (Fs 36=
24,95; p <0,01) O teste t, mostrou que aos 10 minutos o efeito do
perdoxido de hidrogénio sobre P-GSK-3 o foi significativamente maior
que seu efeito sobre a GSK-3 aff total (p <0,01), sendo que, aos 30 min
esse efeito sobre a P-GSK-3 se reverte de tal forma que, nesse tempo
de incubacdo a diferenca entre a P-GSK-3 e a GSK-3 total é significativa
mas, por um efeito inverso, ou seja, ocorréncia de uma queda na

concentracao da forma fosforilada.
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Figura 24 painéis A e B: efeitos do glutamato 100 uM (linhas continuas) e do
peroxido de hidrogénio 1000uM (linhas pontilhadas), respectivamente, sobre a
concentracao da GSK-3 off em suas formas fosforilada (linha vermelha) e total
(linha preta). * p<0,05, e ** p<0,001.
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A figura 25 painel A apresenta o efeito do glutamato (100 uM) sobre a
concentracao da p38 na forma fosforilada e p38 total. A ANOVA fatorial
2x10 (tratamento X tempo de incubagcao) com medidas repetidas no
ultimo elemento ndo mostrou efeito significativo (F;4=3,15; p >0,05) do
tratamento com glutamato sobre a concentracao da p38 na sua forma
ativa, em relagao ao controle; o efeito do tempo de incubacao sobre a P-
p38 foi significativo (Fg3,=7,11; p <0,01). ANOVA 2x10 mostrou que o
glutamato nao tem efeito significativo (F14,=0,07; p >0,05) sobre a
concentracao da p38 total. O tempo de incubacdo também ndo teve
efeito significativo (Fg3,=1,21; p>0,05) sobre p38 total. A comparagao
entre P-p38 e p38 total, com relacao aos efeitos do glutamato, mostrou
que este efeito nao foi significativamente diferente (Fi4= 0,97; p
>0,05). Entretanto, o tempo de incubacdo teve efeito significativo
(Fs,32=6,99; p <0,01) e houve interagao significativa entre os efeitos do
glutamato e do tempo de incubagao (Fs3,=4,84; p <0,01). O teste ¢,
nao mostrou diferenca ao nivel de 0,05. O painel B apresenta o efeito do
peroxido de hidrogénio (1000 uM) em relagcao ao controle, sobre a P-p38
e a p38 total. A ANOVA 2x10 mostrou um efeito significativo do perdxido
de hidrogénio sobre a concentragdo da forma P-p38 (Fi4= 28,17; p
<0,01) em relacdo ao controle; o tempo de incubagdao também teve
efeito significativo (Fs3,=8,79; p <0,01). Em relagdo a p38 total, o
perdxido de hidrogénio nado teve efeito significativo (F;4=0,74; p >0,05)
mas o tempo de incubagcao teve efeito significativo (Fs3= 2,66; p
<0,05). A comparacao, entre P-p38 e p38 total, com relacdao aos efeitos
do perdxido de hidrogénio, mostrou diferenca significativa (F1 4= 8,87; p
<0,05). O tempo de incubacdo também teve efeito significativo
(Fs,;32=15,47; p <0,01) e houve interagao significativa entre os efeitos do
perdéxido de hidrogénio e do tempo de incubagdo (Fs3,= 13,6; p <0,01).
O grafico apresentado mostra que houve um pico no efeito do perdxido
de hidrogénio sobre a P-p38 (aos 5 minutos), e um pico no efeito sobre
a p38 total (aos 50 minutos). O teste t, mostrou que aos 2, 5 e 10
minutos o efeito do perdxido de hidrogénio sobre P- p38 foi

significativamente maior que seu efeito sobre a p38 total (p <0,05). Aos
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50 minutos o efeito do perdxido de hidrogénio sobre a p38 total foi

significativamente maior que o da P-p38 (p <0,01).
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Figura 25 painéis A e B: efeitos do glutamato 100 uM e do peroxido de
hidrogénio 1000 uM, respectivamente, sobre a concentracdo da P-p38 (forma

ativa) e p38 total. * p< 0,05, e ** p< 0,001.
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A figura 26 painel A apresenta o efeito do glutamato (100 uM) sobre a
concentracao da p44 na forma fosforilada (P-P44) e nas formas P-p44 e
OH-p44 (p44 total). A ANOVA fatorial 2x10 (tratamento X tempo de
incubagao) com medidas repetidas no ultimo elemento mostrou efeitos
significativos do tratamento com glutamato sobre a concentragcao da P-
p44 (F14=10,45; p <0,05) e p44 total (Fs3,=11,94; p <0,05), em
relacao ao controle; os efeitos do tempo de incubagdao sobre a P-p44 e
p44 total foram significativos (Fg3,= 28,84; p <0,01 e Fg3,=18,13; p
<0,01, respectivamente). A comparacao, entre P-p44 e p44 total, com
relacao aos efeitos do glutamato, nao mostrou diferenga significativa
(Fi,4= 0,077; p >0,05). Entretanto, o tempo de incubagao teve efeito
significativo (Fs36=48,80; p <0,01) e houve interagao significativa entre
os efeitos do glutamato e do tempo de incubagao (Fy36= 4,45; p <0,01).
Com tempos de incubacdao até 5 minutos o glutamato teve um efeito
maior sobre a p44 total, e a partir de 20 minutos o seu efeito foi maior
(tendéncia, p=0,056) sobre a forma fosforilada. O teste t, mostrou que
nos tempos de 1 min e 5 min de incubacdo o efeito do glutamato sobre a
p44 total foi significativamente maior que seu efeito sobre a P-p44 (p
<0,05). O painel B apresenta o efeito do peréxido de hidrogénio (1000
MM) em relacdao ao controle, sobre a P-p44 e p44 total. A ANOVA 2x10
nao mostrou efeitos significativos do perdxido de hidrogénio sobre a
concentragao da P-p44 (F14=4,01; p >0,05) e da p44 total (F14=3,26; p
>0,05), o tempo de incubacao também ndo teve efeito significativo nem
para a P-p44 (Fs3; = 1,42; p >0,05) e nem para a p44 total. A
comparacao, entre a P-p44 e a p44 total, com relacdo aos efeitos do
peroxido de hidrogénio mostrou que ndo houve diferenga significativa
(Fi,4= 2,74; p >0,05). O tempo de incubagao nao teve efeito
significativo (F93=1,91; p >0,05) e também ndo houve interagdo
significativa entre os efeitos do perdéxido de hidrogénio e do tempo de
incubagao (Fs36= 1,13; p >0,05).
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Figura 26 painéis A e B: efeitos do glutamato 100 uM e do perdxido de
hidrogénio 1000 uM, respectivamente, sobre a concentragao da p44 na forma

fosforilada e p44 total (formas fosforilada e defosforilada). * p< 0,05.
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A figura 27 painel A apresenta o efeito do glutamato (100 uM) sobre a
concentracao da P-p42 (forma ativa) e p42 total (forma fosforilada e
defosforilada). A ANOVA fatorial 2x10 (tratamento X tempo de
incubagao) com medidas repetidas no ultimo elemento ndao mostrou
efeito significativo (F14=7,15; p >0,05), do tratamento com glutamato
sobre a concentracdao da P-p42 na sua forma ativa mas mostrou efeito
significativo (F;4=8,72; p <0,05) sobre a concentragao da p42 total, em
relacdo ao controle; os efeitos do tempo de incubacdo foram
significativos tanto para a P-p42 (Fg 3= 3,43; p <0,01) quanto para p42
total (Fs3,=36,21; p <0,01). A comparagao, entre a P-p42 e p42 total,
com relacdao aos efeitos do glutamato, ndao mostrou diferenca
significativa (F;4= 0,09; p >0,05). Entretanto, o tempo de incubagao
teve efeito significativo (F936=15,40; p <0,01) e houve interagao
significativa entre os efeitos do glutamato e do tempo de incubacao
(Fo,36= 2,04; p <0,05). Com tempos de incubagao a partir de 10 minutos
o glutamato aumentou seu efeito sobre a p42 total e sobre a forma
fosforilada. O teste t, mostrou que aos 5 e 50 minutos de incubagao o
efeito do glutamato sobre a p42 total foi significativamente maior que
seu efeito sobre a P-p42 (p <0,05). O painel B apresenta o efeito do
peroxido de hidrogénio (1000 uM) em relagao ao controle, sobre a P-p42
(ativa) e p42 total. A ANOVA 2x10 nao mostrou efeito significativo do
perdxido de hidrogénio sobre a concentragdo da P-p42 (Fi4= 4,24; p
>0,05) e nem da p42 total (F14=2,01; p >0,05), com relagao ao
controle; o tempo de incubacgao teve efeito significativo (Fs3, = 2,28; p
<0,05) para a P-p42 mas nao para a p42 total (Fg3.= 1,78; p >0,05). A
comparacao, entre P-42p e p42 total, com relacdo aos efeitos do
peroxido de hidrogénio, mostrou que nao houve diferenca significativa
(Fi,4= 2,53; p >0,05). Entretanto, o tempo de incubagao teve efeito
significativo (Fg3=2,84; p <0,05) e nao houve interagao significativa
entre os efeitos do perdxido de hidrogénio e do tempo de incubagao
(Fo,36= 1,47; p >0,05). O teste t, mostrou que aos 20, 30 e 50 minutos

o efeito do perdxido de hidrogénio sobre a P-p42 foi significativamente
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maior que seu efeito sobre a p42 total (p <0,05, p<0,01 e p <0,05,

respectivamente).
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Figura 27 painéis A e B: efeitos do glutamato 100uM e do perdéxido de
hidrogénio 1000 uM, respectivamente, sobre a concentracdo da P-p42 (forma

ativa) e p42 total. * p< 0,05, e ** p< 0,001.
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11.5 DISCUSSAO

Neste estudo verificamos que o efeito da excitabilidade de altas
concentracdes de glutamato, assim como, o estresse oxidativo causado
pela espécie reativa de oxigénio, peroxido de hidrogénio, provocaram
uma significativa perda de neurbnios corticais de culturas de 12 dias.
Esse efeito do glutamato, provavelmente, se deve a uma hiperativacao
de receptores ionotropicos presentes na membrana plasmatica desses
neurdnios. Os receptores mGIuR1 e mGIuR5 sdo expressos em culturas
de 7 a 10 dias de neurdnios corticais de ratos (Huang e cols. 2005),
enquanto, receptores ionotrépicos sdao apenas expressos em neurdnio
em culturas de pelo menos 12 dias (Uberti e cols. 1998). Os resultados
obtidos por Kajta e cols., (2004) indicam uma diferenca regional no
tempo de expressdao dos receptores NMDA. Esses autores verificaram
que, diferentemente dos neurdnios hipocampais, neurénios do cortex em
cultura, acima de 10 dias, expressam receptores ionotrdpicos do tipo
NMDA.

No presente trabalho, observamos que 1 uM de glutamato nao teve
efeito significativo sobre a viabilidade de neurbnios corticais, ao
contrario das concentracdes de 10 pM e 100 pM cujo efeito foi
significativo. Portanto, concentracdes relativamente baixas de glutamato
nao sao suficientes para induzir a morte celular. Dados da literatura
mostram que, uma baixa concentracdao extracelular, fisioldgica, deste
neurotransmissor (1-3 pM) é mantida através de transportadores
especificos (Danbolt, 2001; Huang e Bergles, 2004), indicando,
portanto, que uma concentracdao de 1 pM nao seria suficiente para
provocar a morte celular. Nossos dados estdao de acordo com aqueles
obtidos por Rosenberg e cols. (1992) que verificaram também que altas
concentragdoes de glutamato (205uM) sdo excitotoxicas para as células.
Observamos que culturas expostas a concentracdao de 100 pM de
glutamato apresentaram uma redugao na viabilidade celular em torno de

20%, 1 hora apos o periodo de incubacdo e, de aproximadamente 23%
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apds 24 horas. Santos e cols. (2001), trabalhando com neurdnios de
retina, verificaram que 100uM de glutamato, agindo em receptores
NMDA , reduziu a viabilidade celular em 26% em 1 hora de incubacdo e
que 5 horas depois da estimulacdo, as células apresentaram uma

morfologia nuclear do tipo apoptdtica.

Verificamos também que, a Vviabilidade celular é reduzida de
aproximadamente 60%, no primeiro minuto de incubacdo, por perdxido
de hidrogénio na concentracdo de 1000 uM e, chega a atingir uma
reducdo de 90% apds 24 h ou 48 h de incubacdo. O perdxido de
hidrogénio comumente é usado para estudar mecanismos oxidativos
envolvidos com a morte celular (Misonou e cols. 2000). Zhu e cols.
(2005), utilizando concentragoes variando de 200 a 400 pM para estudar
os efeitos do estresse oxidativo na membrana e no citoesqueleto de
astrécitos, observaram mudancgas morfoldgicas na actina e miosina
relacionadas com os processos de polimerizacdao e despolimerizacao.
Demonstraram também que, quanto maior a concentracdo de perodxido
de hidrogénio maior a peroxidacdo das membranas lipidicas de

astrocitos e neuronios.

Para verificar se o glutamato ou o peréxido de hidrogénio alteram
processos de regulacao de proteinas por fosforilacdo, decidimos, como
um primeiro passo, estudar o efeito desses tratamentos, isoladamente,
sobre o perfil de fosforilacdo das fosfotirosinas-proteinas, baseando-se
no fato de que, mudancgas nas proteinas fosfotirosinas é um evento
primario em vias de sinalizagao celular. Verificamos que, com relagdo a
condicao controle, o peréxido de hidrogénio provocou uma alteragao
significante no perfil de fosforilacdo de varias fosfoproteinas-tirosinas de
peso molecular na faixa de 50 a 250 KD. Resultados similares foram
obtidos por Kanterewicz e cols (1998) que observaram, em fatias do
hipocampo, um aumento da fracdo de fosfotirosinas totais, apés 5 e 10
min de incubagcao com peréxido de hidrogénio 1mM e 10mM. Por outro

lado, com relagdo a condicao controle, observamos uma diminuicdo
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significativa na fosforilagdo de residuos de tirosinas dessas
fosfoproteinas provocadas por glutamato 100 uM. Williamson e cols.
(2002) verificaram que o tratamento de culturas corticais primarias de
neurdbnios humano e de rato, expostas ao peptideo B-amildide, induz a
um rapido aumento na fosforilagdo de varias fosfoproteinas-tirosinas,

inclusive a proteina tau.

O préximo passo foi verificar se uma alta concentracao de glutamato ou
peroxido de hidrogénio tinham efeitos sobre o nivel de fosforilagdo e/ou
concentragao total da proteina associada aos microtubulos, fosfoproteina

tau, e de outras fosfoproteinas da classe das cinases.

Os resultados dos experimentos com a proteina tau mostraram que o
tratamento com glutamato, detectado através do uso do anticorpo
monoclonal tau-1, levou a um aumento significativo na defosforilagcao
desta proteina. No entanto, um achado curioso é que o glutamato nao
teve efeito sobre a concentracao da forma fosforilada detectada por um
anticorpo especifico (PHF-1) para trés das isoformas dessa proteina.
Esses dados, sugerem que, esse aumento pode ser o resultado de um
efeito na expressdo da proteina ou uma diminuicao da forma fosforilada
(através da ativacdo de fosfatases e/ou inibicdo de cinases)
correspondente as outras isoformas nao detectadas pelo anticorpo PHF-
1. A ativacdo de fosfatases, induzida pelo Ca*?, tem sido sugerida ser
um mecanismo responsavel pela defosforilacdo da tau (Saito e cols.
1995).

O tratamento com peréxido de hidrogénio provocou um aumento
significativo na concentracao da forma defosforilada (detectado com o
anticorpo tau-1) e uma diminuicao da forma fosforilada das isoformas
detectadas com o anticorpo PHF-1. No entanto, parece que, o efeito que
resultou no aumento da forma defosforilada nao poderia ser explicado
pela diminuicdo da fosforilacdo, conforme detectado pelo anticorpo PHF-

1, pois, a intensidade dos efeitos tem apenas uma correspondéncia
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parcial. Isso também sugere um possivel efeito do perdéxido de

hidrogénio sobre a expressao dessa proteina.

A produgcao de radicais livres parece estar envolvida com a
excitotoxicidade provocada pelo glutamato, podendo representar uma
contribuicao importante nos mecanismos de degeneracdao causada por
exposicdo a niveis toxicos de glutamato (Beal, 1995; Dugan e cols.
1995). Como, no presente trabalho, tanto o perdxido de hidrogénio
quanto o glutamato provocaram um aumento da forma defosforilada da
proteina tau, levantamos a hipétese de um possivel envolvimento do
estresse oxidativo no efeito do glutamato sobre o nivel de fosforilacao da
tau. No entanto, se considerarmos a curva de tempo dos dois processos,
a qual indica que o glutamato induz um aumento da forma defosforilada
de maneira temporalmente diferente do peréxido de hidrogénio. Essa
nossa hipdtese provavelmente ndo estaria correta e, portanto, esse dado
necessita ainda de maiores esclarecimentos. A defosforilacdo da tau
causa alteracao do citoesqueleto que ocorre durante a excitotoxicidade,
levando também a mudancas no nivel de fosforilagdo de outras proteinas
do citoesqueleto, tais como, MAP1b, MAP2c e neurofilamentos (Yang e
cols. 1995; Pang e cols. 1996).

O tratamento de culturas de neur6nios com B amildide parece induzir a
producao de radicais livres, com conseqliente morte celular (Behl e cols.
1994; Café e cols. 1996). No entanto, conforme mencionado acima, o
efeito do peptideo B amildide sobre a fosforilacdo (aumento da forma
fosforilada) da tau é oposto ao verificado no presente estudo. Por outro
lado, nossos dados estdao de acordo com Davis e cols. (1997) que,
utilizando cultura de neurodnios, encontraram resultados na mesma
direcao, ou seja, uma diminuicao da fosforilacao da tau causada por
glutamato apds 4 horas de incubacdo e por perdxido de hidrogénio apds
1 hora de incubacdao. Nossos dados, além de confirmar esses achados,
acrescentam uma informagao sobre provaveis caracteristicas temporais

desses efeitos. Davis e cols (1997) sugerem que, o fato do tratamento
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de cultura de neurGnios com peréxido de hidrogénio ndao causar um
aumento na fosforilacdo da tau, mas, sim resultar na defosforilacao
desta proteina, possibilita um questionamento do papel do estresse
oxidativo como causa direta da hiperfosforilacao da tau e formacgao dos
NFT (Davis e cols. 1997).

Com a finalidade de contribuir para o esclarecimento de outros aspectos,
relacionados ao evento de regulacdo da proteina tau por fosforilagao,
estudamos o envolvimento de proteinas cinases no mecanismo de acdo
do glutamato (100 uM) e do perdxido de hidrogénio (1000 uM). Entre as
cinases estudadas, se encontra a GSK3-o, que participa na regulagao
da fosforilacdo da tau. A GSK-B, é uma serina/treonina cinase,
abundante no cérebro, e que tem papel na estabilizacdo de microtubulos
(Takahashi e cols., 1995; Cohen, 1999). Observamos que, tanto o
glutamato quanto o perdoxido de hidrogénio causam um aumento
significativo na concentragao da forma fosforilada da GSK3-of, sendo
que, esse efeito do glutamato e, ndao o do perdéxido de hidrogénio, foi
acompanhado por um aumento significativo na concentracao da GSK-3-
op total, indicando um efeito do glutamato também na expressdo da
proteina. Além disto, verificamos que nas concentracdes utilizadas, os
efeitos do peréxido de hidrogénio antecederam os efeitos do glutamato.
Lin e cols. (2004), usando células progenitoras neuronais, observaram
um aumento na forma fosforilada da GSK3-o, mas ndo na isoforma P-
GSK3-B, induzido por perdéxido de hidrogénio (200 uM). Esse efeito foi
acompanhado por uma apoptose aguda dessas células. Schafer e cols.,
(2004) utilizando clones de células de hipocampo de camundongo,
resistentes ao estresse oxidativo causados por agentes como o
glutamato (2 mM até 40 mM) e perdéxido de hidrogénio (1,2 mM),
mostraram uma diminuicdao na concentracao da GSK3 total e um
aumento na Ser-P-GSK3-B, quando comparada com condicdes controles
(células sensiveis). Observaram também que, a inibicdo da GSK-3B com

cloreto de litio nas células sensiveis, aumentou a tolerancia destes
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neurdnios aos efeitos da alta concentracdo de glutamato e perdxido de
hidrogénio. Portanto, esses dados da literatura e os nossos resultados
sugerem um papel da GSK3-of no mecanismo de acao desses

compostos e um possivel envolvimento com a morte celular.

Outra cinase estudada foi a p38 MAPK, baseado em evidencias do
possivel envolvimento dessa enzima no mecanismo de morte celular. Por
exemplo, Feijoo e cols. (2004) sugerem que a tau, tem um papel
adaptativo na resposta dos neurdnios ao estresse e que isoformas da
p38 podem contribuir para a hiperfosforilacdao da tau nas taupatias
humanas. Peart e cols. (2007) observaram que, o estresse provocado
pela isquemia desencadeia a ativacao da p38 MAPK, sugerindo uma
associacao na falha da cardioprotecao com uma falha na ativacao da
p38. Esses autores mostram que, a ativacao da via da p38MAPK, com

anisomicina, melhora a fungao pds-isquémica em coracdes de idosos.

Existemm também evidencias de que a p38 MAPK parece ter papel
importante na neurotoxicidade envolvendo o NO. Culturas de neurdnios
corticais expostas ao NO apresentaram um aumento na fosforilacao da
p38 MAPK, com 15 minutos de exposicdo. O ion Zn*? parece participar
da via de ativacao da p38MAPK a qual envolve o NO, disfuncao

mitocondrial e formacgao de ROS (Bossy-Wetzel e cols. 2004).

No presente trabalho, verificamos que o estresse oxidativo, provocado
por alta concentracdo de perdéxido de hidrogénio, induz um aumento
significativo na concentracdo da forma fosforilada da p38 (P-p38) e nao
altera a expressao da p38. No entanto, em tempo de incubagao mais
prolongado (50 min), observamos um efeito significativo do perdxido de
hidrogénio sobre a expressao da p38. Esses dados estdo de acordo com
aqueles obtidos por Zhu e cols. (2005), que trabalhando com cultura de
astrécitos, evidenciaram um aumento na fosforilacdo da p38 pelo
peroxido de hidrogénio, sugerindo que a ativacao de importantes MAPKs

tenham um papel no mecanismo de morte celular induzido pelo estresse
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oxidativo. No entanto, esses autores nao estudaram o efeito desse
tratamento em diferentes tempos de incubacdo. No presente trabalho
observamos que o perdxido de hidrogénio inicia seu efeito a partir de 1
min de incubacado, atingindo niveis significativos aos 2 min os quais se

mantém até 10 min.

Observamos também que o efeito do glutamato nao alterou de forma
significativa a concentracdao da P-p38 e nem a p38 total, quando
comparado ao controle. No entanto, verificamos uma tendéncia de
aumento na concentracao da P-p38 a partir de 30 min de incubacao.
Nossos resultados nao estao de acordo com os dados obtidos por Segura
Torres e cols. (2006), que observaram uma inducao da ativacao da p38
pelo glutamato e sugeriram uma possivel associacdo dessa alteracao
com o processo de apoptose neuronal causada por excitotoxicidade.
N3ao temos uma explicacdo para essa contradicdo, mas uma hipdtese a
ser levantada seria o tipo de preparacao utilizada, pois, esses autores
trabalharam com tratamento in vivo seguido de avaliagdo em tecido

cerebral cortical.

Outras sub-classes das MAPK cinases estudadas foram a p44 e p42
também denominada ERK1 e ERK2, respectivamente. Verificamos que o
glutamato em alta concentracao provocou um aumento significativo na
concentracao da forma fosforilada da p44 (P-p44) mas, nao teve efeito
na concentracao da P-p42. Além disto, o glutamato induziu, nos tempos
iniciais de incubagcdo, um aumento na expressao da p44 total e da p42
total, sendo que para a p42 esse efeito foi detectado até 50 min de
incubacdao. Santos e cols. (2001), observaram que a estimulacao de
receptores de glutamato, em neurbnios de cultura de retina, com
kainato ou glutamato na concentracao de 100uM, induziu, em 2 min, a
ativacao das proteinas ERKs. Mao e cols. (2004) observaram também
um aumento da fosforilagdo da ERK1/ERK2 em culturas de neurbnios de
estriato de ratos, estimuladas com glutamato. Resultados similares

foram verificados na resposta de fosforilacao da ERK1/ERK2 quando

143



ligantes seletivos foram usados para cada um dos trés subtipos de
receptores ionotrépicos (NMDA, AMPA e Kainato). Com relacao a P-p44
(ERK1), esses dados estdo de acordo com o0s nossos resultados que
indicam efeito similar em neurdnios corticais, nos quais, a P-p44 foi
alterada pelo glutamato na concetracdo de 100uM. No entanto, além do
efeito sobre a P-p44 observamos, como mencionado acima, efeito do

glutamato sobre a expressao da p44 e p42.

Em relacdo aos efeitos do perdxido de hidrogénio sobre a atividade das
MAPKs, p42 e p44, observamos apenas um aumento na forma ativa da
P-p44, que foi significativo nos tempos de 20, 30 e 50 minutos de
incubacdo. O estresse oxidativo induzido pelo perdoxido ndo alterou a
concentracao total da p42 (ERK2) e nem da p44 (ERK1). Resultados
similares foram obtidos por Kefaloyianni e cols. (2006) que, utilizando
células de mioblasto expostas a 1mM de peroxido de hidrogénio,
verificaram um aumento na forma fosforilada da ERK1/ERK2 e nao
observaram efeito na expressao (ERK1/ERK2 total). Da mesma maneira
gue verificamos em neuronios de cértex em cultura, Kanterewicz e cols.
(1998) também observaram um aumento na fosforizacdo da p44 e p42
em culturas de hipocampo com tempos de incubacdao de 5 e 10 minutos

expostas a concentracdes de perdxido de hidrogénio (1mM e 10 mM).

II.6 CONCLUINDO: nossos resultados indicam que, tanto uma alta
concentracao de glutamato (100uM) como de peréxido de hidrogénio
(1000uM) causam alteragdes significativas na atividade da proteina tau.
Ambos o0s estimulos sdo neurotéxicos para neurbnios corticais em
cultura e provocam alteracbes especificas e com diferencas temporais,
em sub-classes de MAPKs. Alguns desses efeitos induzem disfuncdes em
componentes do sistema de fosforilacao relacionados apenas com
mudancas conformacionais, ou seja, da forma ativa para a inativa ou

vice-versa e, outros, provocam alteracdbes na expressdo de
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fosfoproteinas importantes do sistema de sinalizagdo celular,

possivelmente, relacionadas com a morte neuronal.

CONCLUSAO FINAL

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que, o processo de
envelhecimento resulta em déficits do aprendizado e memaria espacial e
gue esses déficits ndao podem ser evitados por uma dieta restrita em
50% de calorias. O consumo crénico de etanol durante o
envelhecimento, parece contrapor aspectos especificos desses déficits
cognitivos, no caso, a flexibilidade comportamenal que envolve a
utilizagdo de componentes espaciais. O consumo crénico de etanol
reverteu as alteracdes provocadas pelo envelhecimento, elevando o
indice de extingdo para valores proximos dos individuos adultos. Os
dados apresentados indicam também que o sistema serotonérgico
parece ter um importante papel como substrato bioldgico do
aprendizado, da extingdo de um comportamento e da meméria espacial.
A disfuncdo desse sistema neuroquimico, verificada no presente estudo,
pode estar relacionada com alteragdes, verificadas por ontros autores,
em outros circuitos neurais como, por exemplo, o glutamatérgico. Os
dados aqui obtidos, em experimentos com cultura celular, sugerem que,
estimulos excitotdxicos, como alta concentracdo de glutamato, podem
ser um dos fatores responsaveis pela morte neuronal a qual resulta,
nessas condicdes, na perda progressiva da homeostase celular. Um dos
fatores envolvidos nesse mecanismo, possivelmente esta relacionado
com os processos celulares que geram e tamponam espécies reativas de
oxigénio e/ou nitrogénio, sendo alguns dos componentes do sistema de
sinalizacdo, relacionados a regulacdo de fosfoproteinas (p.ex. MAPKs,

GSK-3) um alvo importante dessas alteragdes funcionais.
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Abstract

Weinvestigated age-related changes in learming and memory performance and bebavionml] extinction in the water maze; and in endogenous levels
of serotonin (5-HT) and 5-hydroxyindole acetic acid { 5HLAA) in the neccortex, hippocampus., thalamus and domal maphe nucleus of Wistar rabs.
#Another aim was to assess the correlation between behavioural and bicchemical parametems . which were measured in rodents of teo different ages: 5
months (adults) and 16 months (middle-aged). The middle-aged subjects suocesdsd in learming the behsvioum] task. albeit with significanthy warss
performance when compared to adult animalks. Aging also had sigmificant main effects on memory and extinotion. An age-dependent decreass in
5-HIAA levels was observed in both hippocampus and dorsal rmphe nuclews (DEN}). The decrease in DEMN 5-HLAA was paralleled by a decreass in
5-HIA ASS-HT ratio in this brain area. which was significantly correlated to the animak® spatial memory performance and behavioural extinction. In
addition, using middle-aged rats. a 2 x 2 factorial sudy was carried out to examine the effects of food restriction and chronic ethancl consumption
on mt's performance in a spatial behavioural sk and on centml ssrotonergic paramestams. Mone of thess two treatments had o significant affect on the
behavicural and bicchemical parameters assessed, with the exception of extinction index. which was significantly affected by ethanol comnsumption.
Long-term sthanol ameliorated the impairment in behawioural flexibdlity caused by aging. In sonclusion, long-term ethancl consumption may have
a role in protecting against age-related deficit in behavioural extinction. Moreover, the present results also indicate that RN serotonergic system
is invalved in spatial memory and behavioural extinction.
© A7 Elsevier B.V. All rights ressrved.
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1. Imtreduction

During normal aging, various cognitive processes, includ-
ing leaming and memory, are profoundly affected in both
humans [65.77,22] and mdents [25,26.66,33]. De Luca et al.
[18] showed that old subjects hove decmessed performance

" Corresponding anthor. Tel.: +55 31 34599 2642; fo: +55 31 3499 2614,
E-mail sadress: angelamr@ich.ufmg. br (A M. Ribeiral,
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in tasks mquiring cognitive Aexibility, providing support for
the hypothesis of a vulnerability of executive skills to normal
aging. Accordingly, using an animal model, Topic et al. [T79]
showed that behaviourl extinction is affected during aging.
However, although there are some studies about extinction pro-
casses [34,43.44. 64.67.78]. the biological substrates imvolved in
this behaviouml phenomenon are still unknown. While the role
played by the cholinergic system in age-pelated cognitive impair-
menthas been extensively imeestigated [14,21.71], relatively few
studies have examined whether the central serotonergic system
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