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RESUMO

CORREA, Vivian de Oliveira Sousa. Papel dos receptores glutamatérgicos
ionotréopicos do tipo NMDA e metabotréopicos do grupo Il no desenvolvimento
do cortex cerebral. Rio de Janeiro, 2009. Tese (Doutorado em Ciéncias
Morfoldgicas) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2009.

As interagcbes neuro-gliais desempenham um papel fundamental no
desenvolvimento do sistema nervoso. Este trabalho investigou o papel de
transmissores sinapticos (glutamato e D-serina) e um fator tréfico, o fator de
crescimento transformante-B1 (TGF-f1), como mediadores dessas interagdes
durante a diferenciagdo de células da glia radial (progenitoras neurais) e de
astrocitos. No periodo embrionario, grande parte da populagao glial é formada pelas
células de glia radial (GR). Mostramos que estas células, assim como o0s
progenitores cultivados sob a forma de neuroesferas, expressam Serina Racemase
(SR), enzima que converte L-serina em D-serina. Como a GR esta envolvida na
migrag&o neuronal, a identificagdo de SR nesta populagédo € importante, pois a D-
serina tem sido relacionada aos processos migratérios. Dados in vitro mostraram
que o glutamato e a D-serina induzem os progenitores neurais a assumirem um
fendtipo radial e aumentam a expressao de BLBP, marcador de células de GR, no
cortex cerebral de animais embrionarios. Estes dados sugerem um possivel papel
dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA na especializagdo da GR durante a
migrag&o neuronal no cortex cerebral. Analisamos, também, o papel do glutamato na
maturagao astrocitaria através das vias de TGF-1. Um dos eventos que marcam a
diferenciagao de astrécitos € a expressao da proteina acidica fibrilar glial (GFAP).
Em parte deste trabalho, como instrumento metodoldgico, utilizamos um
camundongo transgénico contendo o gene da enzima bacteriana -galactosidase (p-
Gal) sob a regulagédo de parte do promotor do gene de GFAP. Aqui, nG6s mostramos
que o glutamato ativa o promotor do gene de GFAP em astrécitos do cértex cerebral.
A ativacdo dos receptores glutamatérgicos metabotropicos 2/3 pelos neurdnios induz
a secregdao de TGF-B1, levando a ativagdo do gene de GFAP e a maturagéo
astrocitaria. Ambos, a producéo de TGF-B1 e ativacdo do gene de GFAP por este
fator envolve as vias MAPK/PI3K. Nosso trabalho mostra que os receptores
glutamatérgicos estao envolvidos em eventos do desenvolvimento do cértex cerebral
como especificacdo das GR e maturacgao astrocitaria.



ABSTRACT

CORREA, Vivian de Oliveira Sousa. Papel dos receptores glutamatérgicos
ionotréopicos do tipo NMDA e metabotréopicos do grupo Il no desenvolvimento
do cortex cerebral. Rio de Janeiro, 2009. Tese (Doutorado em Ciéncias
Morfoldgicas) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2009.

Neuron-glia interactions play an important role in nervous system
development. This work investigated the effect of synaptic transmitters (glutamate
and D-serine) and of a trophic factor, the transforming growth factor-g1 (TGF-1), as
mediators of such interactions during radial glia cells (neural progenitors) and
astrocyte differentiation. Radial glia (RG) cells constitute the major part of the glial
population in embryonic cortex. We have shown that these cells, and also the neural
progenitors cultivated in neurospheres, express Serine Racemase (SR), an enzyme
that converts L-serine in D-serine. As RG is involved in neuronal migration, the
identification of SR in this population is important because D-serine has been related
to migration. In vitro data have shown that glutamate and D-serine induce progenitors
to take a radial phenotype and increase BLBP expression, a radial glia cell marker, in
the cerebral cortex from embryonic mice. Our data suggest a possible role for
glutamatergic receptors NMDA in RG specialization during cerebral cortex neuronal
migration. We also analyzed the role of glutamate in astrocyte maturation through
TGF-B1 pathways. A hallmark of astrocyte differentiation is the expression of the glial
fibrillary acidic protein (GFAP). In part of this work, as a methodological approach, we
have used a transgenic animal bearing the p-galactosidase (B-Gal) bacteria enzyme
gene under the control of part of the GFAP gene promoter. Here, we show that
glutamate activates the GFAP gene promoter of astrocytes from cerebral cortex. Glial
metabotropic glutamate 2/3 receptor activation by neurons induces TGF-1 secretion
leading to GFAP gene activation and astrocyte maturation. Both TGF-B1 production
and GFAP gene promoter activation by this factor, involves MAPK/PI3K pathways.
Our work provides evidence that astrocytes surrounding synapses are target of
neuronal activity.



ABREVIATURAS

AMPA- o-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazoleproprionic acid

B-Gal- p-Galactosidase

BLBP- proteina ligadora de lipideo do cérebro, do inglés brain lipid binding protein
BMP- proteina morfogenética 6ssea, do inglés bone morphogenetic protein

BSA- albumina de soro bovino, do inglés bovine serum albumine

CO,- dioxido de carbono

DAO- D-aminoacido oxidase

DMEM F-12- meio de cultura, do inglés Dulbecco’s Modifiyed Eagle Medium,
suplementado com o nutriente F12

DNAc- acido desoxirribonucléico complementar, do inglés complementary
deoxyribonucleic acid

E14- camundongos embrionarios de 14 dias

EGF- fator de crescimento epidermal, do inglés epidermal growth factor

ELA- Esclerose Lateral Amiotrofica

FGFb- fator de crescimento de fibroblasto basico, do inglés basic fibroblast growth
factor

Fl- filamento intermediario

GABA- acido gama aminobutirico

GAPDH- Desidrogenase Gliceraldeido 3-fosfato, do inglés Glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase

GDF- fator de crescimento e diferenciagéo, do inglés growth/differentiation factor
GFAP- proteina acidica fibrilar glial, do inglés glial fibrillary acidic protein

GLAST- transportador glutamato-aspartato, do inglés glutamate-aspartate
transporter

GR- glia radial

LTP- potenciagao de longa duragao, do inglés long-term potentiation

MAPK- proteinocinase ativada por mitégenos, do inglés mitogen-activated protein
kinase

MC- meio condicionado

MEC- matriz extracelular

mGIuR2/3- receptores metabotropicos de grupo Il

NaCl- cloreto de sddio

NMDA- N-Metil-D-Aspartato

NMDAR- receptor NMDA

NGS- soro normal de cabra; do inglés normal goat serum

P0- camundongos recém-natos

PBS- tampao salina fosfato

PDGF- fator derivado de plaquetas, do inglés platelet-derived growth factor

PI3K- fosfatidilinositol-3 kinase, do inglés phosphatidilinositol 3 kinase

RC1- anticorpo 1 para glia radial, do ingles antibody radial cell 1

RC2- anticorpo 2 para glia radial, do ingles antibody radial cell 2

RMS- corrente migratdria rostral, do inglés rostral migratory stream

RNA- acido ribonucléico, do inglés ribonucleic acid

RT-PCR- reacdo de polimerase em cadeia utilizando a transcriptase reversa, do
inglés reverse transcription — polymerase chain reaction

SDS-PAGE- eletroforese em gel de poliacrilamina utilizando dodecil sulfato de sédio,
do inglés sodium dodecyl sulfate — polyacrylamide gel electrophoresis

SN- sistema nervoso



SNC- sistema nervoso central

SR- Serina Racemase

TBS-T- tampéao Tris salina-Tween, do inglés Tris Buffer Saline-Tween

TGF-B- fator de crescimento transformante-f, do inglés transforming growth factor-£
TGF-B1- fator de crescimento transformante-p1, do inglés transforming growth factor-

il

TGF-B2- fator de crescimento transformante-$2, do inglés transforming growth factor-

P2

TGF-B3- fator de crescimento transformante-p3, do inglés transforming growth factor-
P3

TGFRI- receptor tipo | para TGF-f, do inglés TGF-£ receptor type |

TGFRII- receptor tipo Il para TGF-, do inglés TGF-£ receptor type Il

TNF-B- fator de necrose tumoral-$, do inglés tumor necrosis factor-f

X-Gal- 5-bromo 4-cloro 3 indolyl-b-D-galactosidase

ZSV- zona subventricular, do inglés subventricular zone
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1. INTRODUCAO

1.1. Células gliais

O tecido nervoso é composto basicamente por dois tipos celulares: neurénios
e células gliais. Durante muitos anos, a maioria dos estudos sobre o sistema nervoso
central (SNC) se focou fundamentalmente na fisiologia e evolugao dos neurdnios,
uma vez que desempenham papéis cruciais como o recebimento, processamento e
transmissao de impulsos nervosos.

As células gliais foram descritas inicialmente em 1846, quando Rudolf
Virchow reconheceu pela primeira vez a existéncia no SNC de um componente
intersticial constituido por células estreladas ou espinhosas morfologicamente
distintas dos neurénios. Foram chamadas de neuroglia e descritas como um tecido
conectivo cuja fungao principal era prover sustentacdo metabdlica e mecéanica aos
neurénios. Entretanto, estudos atuais tém mostrado que as células gliais participam
ativamente de diversos processos de relevante importancia no desenvolvimento e
manutencdo do SN, muitas vezes atuando em conjunto com neurdnios de forma a
determinar a arquitetura morfo-fisiolégica do SN (Gritti & Bonfante, 2008; Ma et al.,
2005; Newman, 2003; Prevot et al., 2007; Rakic, 2007).

O termo glia inclui a microglia e a macroglia. A macroglia é subdividida em:
oligodendrdcitos, células de Schwann, ependimdcitos, células da glia radial (GR) e
os astrocitos (Morest & Silver, 2003; Kettenmann & Ransom, 2005).

Recentemente, uma populacéao distinta de células macrogliais foi reconhecida,
as células NG2. Estas células possuem caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas e
funcionais préprias (Nishiyama et al., 2009). No desenvolvimento do SNC, as células

NG2 podem originar astrécitos e oligodendrdcitos (Zhu et al., 2008). No SNC adulto,



estas células podem continuar dividindo enquanto mantém seu estado diferenciado,
reconhecido pela morfologia e as sinapses que forma com os neurdnios (Ge et al.,
2009).

As células da microglia representam cerca de 5-20% de todas as células
gliais, possuem um corpo celular pequeno e sao recrutadas para sitios de lesdes,
infeccbes ou doengas degenerativas do SN. No estado ativo, estas células mudam
morfologicamente e sdo capazes de migrar, proliferar e realizar fagocitose (Wolff &
Chao, 2004). Os oligodendroécitos sao responsaveis pela mielinizagdo das fibras
neuronais no SNC (Baumann & Pham-Dinh, 2001), sendo esta fungdo exercida
pelas células de Schwann no sistema nervoso periférico (SNP) (Bruska & Wozniak,
1999). Os ependimdcitos sdo células ciliadas, achatadas, ligadas por tight junctions
na sua superficie apical, e tendem a se arranjar em monocamadas de epitélio
cubdide a colunar limitando o espago ventricular (Reichenbach & Robinson, 1995).
Alguns autores apontam estas células como progenitoras no SNC (Johansson et al.,

1999).

1.1.1. Glia Radial

As células da GR foram descritas no encéfalo fetal humano no fim do século
XIX (Magini, 1888), possuem um corpo oval localizado na zona ventricular e
prolongamentos que se estendem até a superficie pial e servem de guia para a
migragdo neuronal (Rakic, 1990). Inicialmente relacionadas apenas aos processos
de migragao neuronal e laminacdo do cértex cerebral, estas células tém sido
atualmente relacionadas a diversos outros eventos do desenvolvimento do SN. No
cerebelo, a GR esta envolvida na migragdo das células granulares. Apos o periodo

migratorio as células da GR originam a glia de Bergmann (Sotelo, 2004).



Algumas moléculas podem ser consideradas como marcadoras de GR (para
revisdo veja Malatesta et al., 2008). A proteina acidica fibrilar glial (GFAP: glial
fibrillary acidic protein), presente em astrocitos, também é encontrada em GR de
primatas (Howard et al., 2008; Levitt & Rakic, 1980). A GR de roedores ndo expressa
GFAP (Bignami & Dahl, 1974), mas expressa outros marcadores tipicos
astrocitarios, como o transportador de glutamato GLAST (Hartfuss et al., 2001;
Shibata et al., 1997) e a proteina ligadora de lipideo do cérebro (BLBP: brain lipid
binding protein) (Feng et al., 1994; Hartfuss et al., 2001). Além disso, marcam para
RC1 (antibody radial cell 1) e RC2 (antibody radial cell 2) (Misson et al., 1988). O
RC2 também reconhece células precursoras, por ser uma isoforma da nestina
(Hartfuss et al., 2001). Outras moléculas caracteristicas de células precursoras
também sdo expressas por GR, como as proteinas nestina, vimentina (Goétz et al.,
2002) e transitina (Yuan et al., 1997).

Logo apés o aparecimento dos primeiros neurdénios, as células neuroepiteliais
passam por mudangas e adquirem caracteristicas moleculares e citoldgicas tipicas
de células da GR (Malatesta et al., 2008). Atualmente, estd bem estabelecida a
participacdo da GR em originar neurdnios (Anthony et al., 2004; Gotz & Barde, 2005;
Malatesta et al., 2000, 2003; Merkle et al., 2004; Noctor et al., 2001; 2002). Apés o
término da migragcdo neuronal, as células da GR retraem seus prolongamentos e
diferenciam-se em astrécitos (Barry & McDermott, 2005; deAzevedo et al., 2003;
Gritti & Bonfanti, 2007; Munoz-Garcia & Ludwin, 1986; Voigt, 1989).

As células de GR sao importantes guias da migracéo neuronal. O modelo de
migragdo do cortex cerebral pode ser utilizado para entender a importancia da
interagdo neurénio-glia radial nesta fase do desenvolvimento. Como em outras areas

do SNC, dois tipos gerais de migragao sao encontrados no cortex cerebral baseados



na orientagao: (1) migracao radial, em que as células migram da zona progenitora
para a superficie pial seguindo a disposi¢ao radial do tubo neural; (2) migracao
tangencial, na qual as células migram ortogonalmente em relagdo a migracao radial
(Ghashghaei et al., 2007; Marin & Rubenstein, 2003). No inicio do desenvolvimento
do cértex cerebral, a migragao radial parece ocorrer através de translocagédo somal
ou nuclear, onde a célula emite seu prolongamento até a superficie pial, onde se
prende e entdo, seu corpo transloca-se até a posigcdo desejada. Com o aumento da
espessura do coértex, comega a ocorrer uma migragao dependente das células da
GR (Nadarajah, 2003; Nadarajah et al., 2003).

Além do processo migratorio, a interagdo entre GR e neurdnios possui um
importante papel no desenvolvimento destas células, uma vez que o intimo contato
pode gerar um ambiente capaz de influenciar o fenétipo de ambos os tipos celulares
(Hatten, 1987; Mendez-Otero & Constantine-Paton, 1990; Moyse et al., 2008;
Swanson et al., 1997). Hunten & Hatten (1995) mostraram que fatores soluveis,
presentes no periodo embrionario, atuam na manutencdo do fendtipo de GR.
Durante o desenvolvimento, a expressdo de um antagonista deste fator permitiria a
expressao do fendtipo astrocitario. O grupo de Eva Anton relatou a influéncia de
neurregulina-1 no estabelecimento, manutengao e transformacgao das células da GR
no cortex cerebral (Schmid et al.,, 2003). Recentemente, Ghashghaei e
colaboradores (2008) mostraram que a introdugcdo de uma forma constitutiva ativa do
receptor erbB2 em astrocitos maduros promove sua desdiferenciagao em células de
GR. Outros fatores também tem sido identificados com importantes para a
manutenc¢ado da GR, como Notch (Ever & Gaiano, 2005; Gaiano & Fishell, 2002), Wnt

(Zhou et al., 2004) e meteorina (Nishino et al., 2004). A presenca de moléculas que



mantenham o fendétipo da GR é de extrema importdncia para que a migragao

neuronal e a formacao da citoarquitetura cerebral ocorram de forma correta.

1.1.2. Astrécitos

As duas maiores classes de astrécitos foram descritas em cortes histolégicos
do SNC de acordo com sua morfologia e distribui¢cdo: astrécitos protoplasmaticos ou
tipo | sdo encontrados principalmente na substancia cinzenta, possuem contornos
irregulares e estendem prolongamentos achatados que parecem preencher a
maioria do espacgo entre os outros elementos da neurdpila; astrocitos fibrosos ou tipo
Il sdo encontrados principalmente na substancia branca, tendem a ter contornos
mais regulares e estendem prolongamentos cilindricos e ramificados (Miller & Raff,
1984).

Os astrécitos desempenham uma série de fungdes importantes no SN: (1)
corrigem os niveis de potassio do meio extracelular alterados com a descarga de
potenciais de acado dos neurbnios (Frank et al., 1983; Neusch et al., 2006); (2) estao
envolvidos na captacéao e liberacao de diversos neurotransmissores, tendo um papel
critico no metabolismo de glutamato e de acido gama aminobutirico (GABA) (Oliet et
al., 2004; Schousboe et al., 2004); (3) sao necessarios para a formagao, fungao, e
estabilidade das sinapses no SNC (He & Sun, 2007; Slezak & Pfrieger, 2003; Ullian
et al., 2004), podendo ainda regular a transmissao sinaptica (Allen & Barres, 2005;
Newman, 2003); (4) participam da formagcdo da barreira hematoencefalica,
interagindo com as células endoteliais, influenciando-as e podendo ser influenciados
por elas (Abbott, 2002; Choi & Kim, 2008); (5) secretam varias moléculas que
modulam a sobrevivéncia e diferenciagdo neuronais (Gomes et al., 2001; Muller et

al., 1995); (6) sdo componentes chaves da gliose reativa, evento caracteristico da



resposta do SN a injuria (Pekny et al., 2007; Privat, 2003); (7) podem contribuir para
a génese celular no SN adulto, atuando como uma célula-tronco neural (Carmem et
al., 2007; Goldman, 2003; Steindler & Laywell, 2003) ou gerando microambiantes
favoraveis para a sobrevivéncia de progenitores neuronais e gliais (Horner & Palmer,

2003; Ma et al., 2005; Moyse et al., 2008).

A interacdo neurbnio-astrocito desempenha importante funcdo em diversas
etapas do desenvolvimento do SN.

A proliferagdo dos precursores neuronais ocorre em uma regiao progenitora
chamada zona subventricular (ZSV), situada no espacgo periventricular. Acredita-se
que precursores neuronais podem proliferar somente em um microambiente restrito,
em presenca de tipos celulares especificos. Dentre esses tipos celulares estdo os
astrocitos que produzem uma variedade de sinais intercelulares, tanto soluveis como
associados a membrana, que propiciam um microambiente neurogénico para os
precursores neuronais (Ma et al., 2005; Moyse et al., 2008; Doetsch, 2003). Lim &
Alvarez-Buylla (1999) demonstraram que, in vitro, o contato com astrécitos fornece
suporte a proliferacdo de precursores neuronais da ZSV, assim como a sua
diferenciagao em neuroblastos, inclusive no SN adulto. A influéncia de astrécitos na
neurogénese foi mostrada pelo grupo de Fred Gage. Esses autores demonstraram
que astrécitos adultos sdo capazes de induzir a formacado de neurdnios a partir de
células-tronco adultas, in vitro (Song et al., 2002).

Dentre os sinais neurogénicos derivados dos astrdcitos podemos citar o fator
soluvel GDNF (glial cell line-derived factor) aumenta a proliferagdo no hipocampo e
parece estimular a neurogénese no giro denteado (Chen et al., 2005).

Neurogenesina-1 (Ng1), um fator secretado por astrocitos, promove diferenciagao



neuronal de células-tronco adultas, agindo como antagonista do destino glial
induzido por BMP (bone morphogenetic protein) (Ueki et al., 2003). Células-tronco
neurais expressando Nurr-1 (nuclear receptor-related factor 1) podem diferenciar em
neurénios dopaminérgicos quando co-cultivados com astrécitos do mesencéfalo
ventral (Wagner et al., 1999; Hall et al., 2003). Este efeito envolve a secreg¢ao de
Wnt-5a (Castelo-Branco et al., 2006). Wnt-3, derivado de astrdcitos hipocampais,
estimula a via de B-catenina resultando na diferenciagao de células-tronco adultas do
hipocampo em neurénios (Lie et al., 2005). Recentemente, Kornyei e colaboradores
(2007) identificaram o acido retindico, uma das principais moléculas participantes do
desenvolvimento do SNC, como fator neurogénico secretado pelos astrocitos.

Nosso grupo demonstrou que diversas moléculas secretadas por astrocitos
cerebelares (TNF-B, EGF, laminina e fibronectina) podem modular a proliferagao e
diferenciagdo de neurénios cerebelares (Gomes et al., 1999c; Martinez & Gomes,
2002). Em 2002, nosso grupo mostrou o papel dos astrocitos como mediadores da
acao do hormdnio da tiredide (T3) na diferenciagdo neuronal e no crescimento
neuritico, através da liberagao do EGF e consequente modulacdo das proteinas de
matriz extracelular (MEC) (Martinez & Gomes, 2002).

Além dos mecanismos de especificagao celular, a interagao neurdnio-astrocito
€ importante na migragéo de neuroblastos da ZSV para o bulbo olfatério. No animal
recém-nato e durante seu desenvolvimento na primeira semana poés-natal, as células
da GR fornecem o substrato para a migracdo dos neuroblastos na regiao progenitora
e através da corrente migratéria rostral (RMS: rostral migratory stream) (Alves et al.,
2002). Posteriormente, os astrocitos podem influenciar a migragdo ao longo da RMS,

produzindo um fator com atividade indutora migratéria, MIA (migration-inducing



activity). Este fator ajuda no inicio do movimento dos precursores na ZSV e mantém
o movimento destas células ao longo da RMS (Mason et al., 2001).

Além do estudo das interagbes neuro-gliais durante o desenvolvimento do
SNC, alguns grupos tém estudado o papel da interagdo neuro-astrocitarias em
processos patologicos. Em 2007, dois grupos diferentes mostraram o papel dos
astrocitos na sobrevida de motoneurdnios presentes na medula espinhal acometidos
pela Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA). Nestes trabalhos, ao contrario do que até
entdo tem sido mostrado, os astrocitos foram identificados como “vildes” na
patologia. Astrécitos com gendtipo caracteristico da ELA afetam negativamente a
sobrevivéncia dos motoneurbnios. Neurbnios mutados sem a presenga dos
astrécitos ndao degeneram, mostrando que esta acdo € especifica das células
astrocitarias (Di Giorgio et al., 2007; Nagai et al., 2007). Estes estudos revelaram
que a toxicidade da glia foi mediada por fatores liberados no meio de cultura.
Recentemente, Di Giorgio e colaboradores (2008) e Marchetto e colaborabores
(2008) mostraram que motoneurdnios derivados de células-tronco embrinarias sao
sensiveis aos efeitos toxicos da glia com a mutagdo caracteristica de ELA. Estes
trabalhos identificaram como fatores responsaveis pela toxicidade glial as
prostaglandinas (Di Giorgio et al., 2008) e citocinas pré-inflamatérias (Marchetto et
al., 2008).

As células da glia desempenham um papel importante nas fungdes sinapticas.
Esta bem estabelecido que astrocitos estdo em contato intimo com a maioria das
sinapses e sustentam a liberagao de neurotransmissores na pré-sinapse, fornecendo
precursores de transmissores e substratos energéticos (Bacci et al., 1999; Barres &
Smith, 2001; Carmignoto, 2000; Oliet & Mothet, 2008). No SN em desenvolvimento,

células gliais guiam os axOnios para seus alvos, e ajudam os neurbnios a



estabelecerem conexdes sinapticas funcionais. Na auséncia de glia, neurbnios em
cultura tém uma habilidade limitada de formar sinapses. Sinapses formadas na
auséncia de células gliais sdo normalmente imaturas, indicando que o numero total
de sinapses em um neurbnio ndo € uma propriedade intrinseca, mas pode estar
profundamente regulado por sinais extrinsecos. Astrocitos participam na formagao
das sinapses (He & Sun, 2007; Ullian et al., 2004), aumentam o niumero de sinapses
funcionais (Ullian et al., 2001) e sdo necessarios para a maturagao e estabilidade
sinaptica (Nishida & Okabe, 2007; Pfrieger & Barres, 1997). A acao dos astrdcitos na
sinaptogénese € mediada por sinais soluveis in vivo, que ativam um processo de
maturagdo, aumentando a eficacia das transmissdes sinapticas (Nagler et al., 2001).
Um destes fatores que sao difusiveis e derivados de astrocitos foi identificado, o
colesterol. Este ¢é interiorizado pelos neurdnios, indo para a membrana, e isto resulta
na melhora da eficacia sinaptica, uma vez que o colesterol € necessario para a
formagdo da sinapse (Mauch et al.,, 2001; Slezak et al., 2006). Os astrocitos
secretam ainda proteinas de MEC, trombospondina 1 e 2, que também promovem a
sinaptogénese no SNC in vitro e in vivo (Allen & Barres, 2005; Christopherson et al.,
2005).

Baseado nestes dados mostrando a existéncia de uma comunicagao dindmica
e bi-direcional entre neurénio e glia nas sinapses tem sido proposto que a glia deva
ser somada ao esquema tipico sinaptico, a pré e pds-sinapse, como um terceiro
elemento (Bacci et al., 1999; Haydon, 2000; Ullian et al., 2001).

Estudos em fatias organotipicas demonstram que astrocitos podem estimular
0s neurdnios diretamente através da liberagdo de glutamato no hipocampo (Bezzi et

al., 1998; Pasti et al., 1997) e no talamo (Parri et al., 2001).



A glia também pode regular a transmissdo sinaptica por mecanismos
“indiretos”, como a captagdo de glutamato. A transmissao sinaptica em sinapses
glutamatérgicas é finalizada pela remogéo de glutamato da fenda, e astrocitos
cerebrais e células de Muller na retina contribuem para esta captagao (Bergles &
Jahr, 1998; Oliet et al., 2001; Rothstein et al., 1996).

Outro tipo de modulacao seria pela liberacdo do cofatores. Um exemplo bem
conhecido de tal modulacdo é a ativagdo dos receptores glutamatérgicos do tipo
NMDA (N-Metil-D-Aspartato), que requerem a presenga do glutamato juntamente
com um cofator que se liga ao sitio de ligagao de glicina. Atualmente, sabe-se que a
D-serina, e ndo a glicina é o principal agonista endégeno que ativa este sitio

(Mothet, et al., 2000; Wolosker et al., 1999a), como falaremos mais adiante.

Estes dados relatam alguns papéis dos astrdcitos sobre os neurdnios, mas
estudos sobre a influéncia dos neurdnios sobre os astrdcitos tiveram inicio com os
trabalhos do grupo de Mary Hatten. Esse grupo demonstrou que os neurbnios
influenciam a morfologia de astrocitos cerebelares, os quais quando em contato com
neurbnios, mudam de uma morfologia achatada para uma mais alongada,
provavelmente tornando-se mais eficazes para o suporte da migracdo neuronal
(Hatten, 1985). Simultaneamente, a taxa de proliferacdo astrocitaria € alterada:
quando cultivados sozinhos os astrocitos proliferam rapidamente, mas co-cultivados
com neurénios diminuem sua taxa de proliferagdo (Hatten, 1985).

Evidéncias adicionais do papel dos neurbénios na diferenciacdo astrocitaria
vieram com os trabalhos de Swanson e colaboradores (1997), demonstrando que a
influéncia neuronal deve ser importante na determinacado do padrao de expressao de

subtipos de transportadores de glutamato. Este trabalho demonstra que, na



auséncia dos neurdnios, os astrocitos expressam os transportadores de glutamato
do tipo GLAST, caracteristicos de astrocitos imaturos, enquanto que quando co-
cultivados com neurdnios, passam a expressar também transportadores do tipo
GLT-1, caracteristicos de astrécitos diferenciados. Estes dados sugerem que a

diferenciagao astrocitaria pode sofrer influéncia neuronal.

Nos ultimos anos, nosso grupo tem investigado o papel de fatores soluveis
neuronais na diferenciagao astrocitaria. Focamos nossos trabalhos na avaliagao da
expressao de GFAP.

A proteina acidica fibrilar glial (GFAP: glial fibrillary acidic protein) foi
descoberta por Larry Eng ha mais de trinta anos durante a analise de uma placa em
um paciente com esclerose multipla (Eng, 1985; Eng et al., 2000). GFAP pertence a
classe lll dos Filamentos Intermediarios (FIs) e é a proteina de Fl mais abundante
em astrocitos maduros. O fato de GFAP ser regulada ao longo do desenvolvimento,
bem como em situagdes patoldégicas do SNC, torna o entendimento de sua
modulacdo ferramenta importante ndao sé para acompanhar a transformacéao
astrocitaria, mas também para estudar o papel de determinadas citocinas em

processos patologicos.



1.2. Diferenciacao astrocitaria

Durante a formagao do SNC, a geragao dos neurbnios segue-se a formagao
das células gliais. A gliogénese é um processo controlado pelo balango entre a
ativagcdo de alguns genes e a modulagao por fatores epigenéticos (Lee et al., 2000),
ou seja, tanto os sinais intrinsecos celulares como as pistas extracelulares modulam
o desenvolvimento das células gliais. Células-tronco neurais mantidas em cultura
apresentam potencial de se diferenciar em neurdnios ou células da glia, sendo a
especificagao final determinada pelos sinais extracelulares (Wang & Barres, 2000).

Alguns precursores gliais tém sido identificados: Células O2A, que se
diferenciam em oligodendrécitos, e em cultura diferenciam-se em astrécitos tipo |l;
precursores restritos gliais (GRP: glial restricted precursor), que podem dar origem a
oligodendrdcitos, astrocitos tipo | e tipo Il (Lee et al., 2000). Atualmente, as células
precursoras O2A sdo denominadas células NG2 ou polidendrdcitos (Ge et al., 2009).

Como ja citado anteriormente, as células da GR transformam-se em astrécitos
nos estagios finais da neurogénese, quando a migragao neuronal ja esta completa
(Barry & McDermott, 2005; Culican et al., 1990; deAzevedo et al., 2003; Gritti &
Bonfanti, 2007; Voigt, 1989). Existe a hipétese de que, durante o densenvolvimento,
haja um balango entre moléculas que participariam na manutencdo da GR e outras
que induziriam a diferenciacao.

Os receptores Notch e seus ligantes sao fortes candidatos na regulagdo do
fendtipo da GR. Utilizando uma metodologia de ganho de fungao in vivo, o grupo de
Gord Fishell infectou o prosencéfalo de camundongos embrionarios (antes do inicio
da neurogénese) com um virus expressando a forma ativa de Notch1. Os autores

relataram que a ativacdo da sinalizagdo de Notch1 em células do neuroepitélio



embrionario induz a formacédo da GR, mostrando a importancia do contato celular
para o estabelecimento inicial do fendétipo radial (Gaiano et al., 2000).

Similarmente, Patten e colaboradores (2003) investigaram o papel da
sinalizagcdo de Notch1 na formacao da GR in vitro. Eles observaram que o contato
com os neurdnios ativa a sinalizagao de Notch1 em astrocitos e que esta ativagao é
suficiente para induzir uma mudanga morfolégica, fazendo com que os astrocitos
aparentassem um fendtipo de GR e passassem a expressar BLBP. Eles ainda
relataram que a inducido de GR por Notch1 é mediada por sua agao na expressao e
funcdo de erbB (receptores tirosina quinases responsaveis pela sinalizagdo dos
fatores de crescimento denominados neurregulinas). Posteriormente, Anthony e
colaboradores (2005) relataram a modulagdo direta da expressdo de BLBP por
Notch.

Além de preservar a populagao progenitora, Notch modula a diferenciagao
astrocitaria regulando a expressdo de GFAP, em periodos mais tardios do
desenvolvimento (Ge et al., 2002). Assim, podemos concluir que a funcao
astrogliogénica de Notch € inibida no periodo neurogénico.

Outras moléculas com funcéo reconhecida na manutencao da identidade da
GR sao os membros da familia das neurregulinas. Schmid e colaboradores (2003)
mostraram que a neurregulinal exerce um papel critico no estabelecimento da GR.
Eles relatam que uma diminuicdo na expressdao de erbB2, receptor para
neurregulinal, leva a transformagdo de GR em astrdcitos, e mostraram ainda que
um constitutivo ativo de Notch1 ativa o promotor de erbB2 em GR. Em resumo,
Notch1 induz a expressdo de mais receptor para neurregulina e consequente
manutencado do fendtipo de GR. Recentemente, este grupo confirmou o papel da

neurregulina 1 na manutengdo da GR superexpressando o receptores erbB2 em



astrécitos maduros. Estes voltam a exibir um fendétipo tipico de GR (Ghashghaei et
al., 2008).

Um grupo, examinando o papel da sinalizacdo de Notch1 no telencéfalo
embrionario, achou que além de promover caracteristicas de GR in vivo, a ativagao
de Notch1, in vitro, faz com que as células da GR proliferem em resposta ao FGFb
(Yoon et al., 2004). Em conjunto, estes dados revelam a importancia das interacdes
neuro-gliais, tanto através de contato celular como de fatores soluveis, no
desenvolvimento das células da GR e na modulagdo de sua transformacdo em
astrocitos.

Em 2004, Zhou e colaboradores mostraram que alteragcbes na via de Wnt
perturbam a organizagao da GR no giro denteado do hipocampo, sugerindo que esta
molécula é importante para manter a GR. No mesmo ano, uma nova proteina
secretada, meteorina, foi relacionada a regulagéo da diferenciagdo da GR (Nishino et
al., 2004). Este trabalho mostra que a meteorina induz a diferenciagao astrocitaria e
os autores sugerem também que, assim como Notch, esta molécula tem um papel
na manutengao do estado indiferenciado da GR, uma vez que a expressao de
meteorina ocorre durante o periodo neurogénico (Nishino et al., 2004).

Com a marcacdo da GR com cristais lipofilicos, Dil, e observacado da
morfologia destas células em rato recém-nato e ao longo da primeira semana poés-
natal, pode-se notar a transformagao GR — astrdcito na ZSV e RMS. As células, que
também sao positivas para GFAP, vimentina e nestina, passam de um perfil bipolar
simples para uma morfologia complexa com ramificagdes, sugerindo a diferenciagéao

das células da GR em astrdcitos (Alves et al., 2002).



Recentemente, nosso grupo mostrou a participagado do fator de crescimento
transformante-p1 (TGF-B1), discutido a seguir, na transformacédo da GR em
astrocitos (Stipursky & Gomes, 2007).

Durante a transformacdo de GR em astrocito ocorre uma alteragdo na
prevaléncia de algumas moléculas. Alguns antigenos estdo presentes nas células da
GR, mas ausentes em astrocitos, como o RC2, nestina, vimentina e transitina (Gotz
et al., 2002). Com o desenvolvimento destas células, ha uma diminuicdo nos niveis
destas moléculas, e um aumento nos niveis de outras, como GFAP e a enzima
glutamina sintetase em roedores. Algumas moléculas podem ser expressas tanto em
células da GR como em astrocitos, como GLAST, BLBP e RC1 (Goétz et al., 2002;
Malatesta et al., 2003). Desta forma, o estudo da modulagdo destas proteinas

permite o acompanhamento da diferenciacéo astrocitaria.

Nos ultimos anos, nosso grupo tem investigado o papel de fatores soluveis
neuronais na diferenciagdo astrocitaria. Para isso, nos utilizamos um camundongo
transgénico que apresenta parte do promotor de GFAP ligado ao gene da enzima
bacteriana p-Galactosidase (B-Gal) para estudar a diferenciagc&o astrocitaria.

Nosso grupo demonstrou previamente que neurdnios embrionarios ativam o
promotor de GFAP, representado por um aumento de 60% no numero de células 3-
Gal positivas e a diferenciagcédo de astrocitos (Gomes et al., 1999a). A adigdo de meio
condicionado (MC) por neurbnios corticais embrionarios tem efeito similar, sugerindo
a participagcdo de um fator soluvel neste evento (Gomes et al., 1999a).
Posteriormente, nosso grupo mostrou que o principal mediador deste fenbmeno € o

TGF-B1 (de Sampaio e Spohr et al., 2002).



1.3. TGF-p1

1.3.1. A familia TGF-f e sua sinalizagao

A familia de fatores de crescimento transformantes-p (TGF-B: transforming
growth factor-f) compreende um grande numero de fatores de crescimento
polipeptidicos relacionados, capazes de regular diversos processos celulares, como
proliferacdo, determinacado de linhagem, diferenciacdo, motilidade, adesao e morte
(Massagué, 1998). Todas estas fungdes atribuem a esta familia um papel essencial
no desenvolvimento, homeostase, e reparo de virtualmente todos os tecidos em
diversos organismos. De acordo com a similaridade da sequéncia primaria, estes
fatores podem ser divididos em grupos, incluindo as subfamilias de proteinas
morfogenéticas 6sseas (BMP: bone morphogenetic protein), fatores de crescimento
e diferenciagao (GDF: growth/differentiation factor), Nodal, activinas, TGF-3 e outras.
A subfamilia TGF-f3 € constituida por trés membros em roedores: TGF-B1, TGF-B2 e
TGF-B3 (Massagué, 1998).

Os TGF-Bs sinalizam atravées de wuma familia de glicoproteinas
transmembrana serina/treonina cinases que baseadas nas suas propriedades
estruturais e funcionais pode ser dividida em duas subfamilias: os receptores tipo |
(TGFR-I; aproximadamente 53 KDa) e os receptores tipo Il (TGFR-II; 70-100 KDa).
Existem ainda os receptores tipo Il (TGFR-Ill; 200-4000 KDa), betaglicana e
endoglicana (Lopez-Casillas et al., 1991) que modulam o acesso do ligante aos
receptores | e Il (Eickelberg et al., 2002; Letamendia et al., 1998). Estes ultimos sao
0s responsaveis propriamente ditos pela transdugédo do sinal (Béttner et al., 2000;
Massagué, 1992; Massagué, 1998; Massagué & Chen, 2000; Shi & Massagué,

2003; Wrana et al., 1994).



A ativagdo da cascata de sinalizagao pela subfamilia TGF-p (TGF-p1,2e 3) é
dada pela conex&o do ligante ao receptor tipo Il que promove uma auto-fosforilagéo
seguida de fosforilagdo do receptor tipo | (Clarke & Liu, 2008; Massague, 1998)
(Figura 1). Wrana e colaboradores (1992) mostraram uma interdependéncia entre os
receptores: o receptor | requer o receptor Il para ligar-se ao TGF-p, e o receptor Il
requer o receptor | para sinalizar. Uma vez fosforilado, o receptor tipo | da inicio a
uma cascata de sinalizacdo que envolve os membros da familia Smad. Esta via de
sinalizagao tem sido bem caracterizada e é considerada a via classica ou canbnica
pela qual sinalizam os membros da familia TGF-B. As proteinas Smad 2 e/ou 3 sao
fosforiladas e associam-se com a Smad 4 formando um complexo que transloca
para o nucleo da célula (Figura 1). No nucleo, com a cooperagao de fatores de
transcricdo e co-ativadores, as proteinas Smads fazem com que os genes alvos
especificos sejam transcritos (Massagué, 1998; Miyazono, 2000; Moustakas et al.,
2001; Shi & Massagué, 2003; Wrana & Attisano, 2000).

Além da via canbnica de Smad, o TGF-B pode sinalizar por vias chamadas
nao-candnicas, como PKA (protein kinase A), Jun-K (Jun-N-terminal kinase) e p38K
(p38 kinases), e MAPK/PI3K (MAP e PI3 kinases) (Derynck & Zhang, 2003). O TGF-
B1 inibe a morte de neurdnios hipocampais através da ativacaéo das vias de MAPK,
que inativa Bad, uma proteina pro-apoptotica (Zhu et al., 2002). Em 2004, o mesmo
grupo mostrou que, em neurdénios, o TGF-B1 ativa o fator de transcricdo NF-xB
(nuclear factor-xB), que regula a transcrigdo de genes anti-apoptéticos, através da

via de PI3K (Zhu et al., 2004).
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Figura 1: Sinalizagcado classica do TGF-1. (1) O fator de crescimento se liga
diretamente ao receptor tipo Il (TGFRII), e este forma um complexo com o
receptor tipo | (TGFRI). (2) Quando recrutado para o complexo, o TGFRI é
fosforilado e ativado pelo TGFRIIl. (3) O TGFRI ativado fosforila as proteinas
citoplasmaticas Smad 2 e/ou 3. (4) As Smads 2/3 podem agora associar-se com a
proteina Smad 4, formando um complexo que transloca para o nucleo. (5) Este
complexo nuclear promove a transcrigdo de genes alvos especificos com o auxilio
de co-fatores e fatores ligadores de DNA. (6) Apds a transcrigdo génica, o
complexo € desfeito pela agado de fosfatases e Smad 2/3 e Smad 4 voltam para o
citoplasma. Adaptado de Clarke & Liu, 2008.




1.3.2. A¢oes do TGF-f1 no SN

O papel do TGF-B1 no SN comegou a ser estudado ha quase duas décadas
(Flanders et al., 1991; Finch et al., 1993; Krieglstein et al., 1995). Nos ultimos anos,
essas moléculas e suas vias de sinalizagdo tém ganhado especial atengdo dos
neurobiologistas.

No SNC, a expressao de TGF-B é freqientemente aumentada em areas de
disfungdo neuronal. Astrocitos e microglia migram para o local da injuria,
provavelmente devido a atividade quimiotatica do fator, que faz com que estas
células expressem entdo um fendtipo reativo (Flanders et al., 1998).

O excesso de glutamato no meio extracelular é toxico para os neurbnios
(Choi, 1988; McCall et al., 1979; Olney, 1971). Experimentos in vitro mostraram que
o TGF-B1, liberado por astrocitos, possui um papel importante na protecdo dos
neurénios contra a toxicidade do glutamato (Bruno et al., 1998).

Além dos processos de injuria aguda, os TGF-Bs estdo envolvidos em
patologias degenerativas, como doencga de Alzheimer, doenga de Parkinson e ELA.
O TGF-B1 pode ser encontrado em placas senis na doenga de Alzheimer (van der
Wal et al.,, 1993). Lesné e colaboradores (2003) mostraram que o TGF-p1
potencializa a producédo de amildide- (um peptideo crucial para o desenvolvimento
da doenca de Alzheimer) em astrocitos, levando a um aumento na formagao de
placas senis. Em pacientes parkinsonianos, ha um aumento significativo de TGF-f31
em regides estriatais dopaminérgicas (Nagatsu et al., 2000).

Embora a participagcdo do TGF-B1 em situagbes patologicas seja
relativamente conhecida, pouco se sabe sobre a atuacgao fisioldgica do fator no SN

(para revisao veja Gomes et al., 2005, anexo 3).



Um camundongo knock out para TGF-B1 foi utilizado para estudar o papel
desta citocina na neuroprotegéo (Brionne et al., 2003). Este trabalho mostrou que o
TGF-B1 possui um papel critico na manutencdo da integridade e sobrevivéncia
neuronal e na ativagao microglial, e sugere ainda que alguns destes efeitos possam
ser resultados da modulagado na expressao de moléculas da MEC (Brionne et al.,
2003). A expressdo dos TGF-Bs ao longo do desenvolvimento e no adulto, em
diversas areas, sugere que estes fatores tenham agcdo ampla no SN. Siegenthaler &
Miller (2004) demonstraram que o TGF-$1 modula a migragado neuronal em culturas
organotipicas de cérebros de ratos embrionarios.

O TGF-B1 regula a sintese da MEC (McCartney-Francis & Wahl, 1994). O
camundongo knock out para TGF-B1 apresenta um decréscimo na expressao de
laminina, confirmando a atuacdo deste fator na produgcao de MEC (Brionne et al.,
2003). Esta é importante para diversos processos do desenvolvimento do SNC,
como migragao neuronal e crescimento axonal. Por exemplo, o TGF-B1 regula a
migrag&o no cortex cerebral modulando os niveis de proteinas de MEC (Siegenthaler
& Miller, 2004). Assim, o estudo do papel do TGF-B1 na producéo destas moléculas
e sua participagdo nos eventos celulares torna-se importante para melhor
entendimento dos mecanismos que governam o desenvolvimento do SNC.

Nosso grupo mostrou que o TGF-B1 induz a transformagao de células do tipo
GR em astrocitos in vitro e que neurbnios podem ativar a via de Smads nestas
células (Stipursky & Gomes, 2007). Recentemente, Mecha e colaboradores (2008)
identificaram as isoformas de TGF-Bs nas camadas germinativas do telencéfalo e
medula espinhal, sugerindo um papel para o TGF- na biologia da GR.

Recentemente, um novo papel foi dado ao TGF-f1. Feng & Ko (2008)

mostraram que o TGF-1 secretado pelas células de Schwann é necesario para a



formagao das sinapses na jungdo neuromuscular. O efeito do meio condicionado
destas células na sinaptogénse foi abolido quando a ele € adicionado algum inibidor
do TGF-B1.

O TGF-B1 possui um amplo espectro de fung¢des, que depende do estado de
ativacao celular, de sua concentragdo, do balango de expressao de outras citocinas
e das condigdes fisiologicas das células (Peralta-Zaragoza et al., 2001). Uma das
caracteristicas mais interessantes do TGF-f1 é sua atuagao paradoxal, podendo,
por exemplo, induzir a proliferagdo de um tipo celular e inibir a de outro. Ou ainda
atuar em um mesmo grupo celular de forma antagdnica de acordo com o estagio de
diferenciagao destas células, como na carcinogénese, onde pode atuar como um
supressor no inicio da patologia, mas em estagios tardios, pode favorecer a
progressao do tumor (Wenner & Yan, 2002). Recentemente, a presenga de atividade
TGF-p/Smad foi demonstrada em gliomas agressivos e altamente proliferativos. O
TGF-f age como um fator oncogénico regulando a proliferagao através do fator
derivado de plaquetas (PDGF) (Bruna et al., 2007).

Temos proposto que a interagdo neurdnio-astrécito no cértex cerebral em
desenvolvimento envolve o TGF-B1. A sintese e secregcdo deste fator pelos
astrécitos sédo induzidas através da ativagao de receptores glutamatérgicos (Bruno et
al., 1998; Ciccarelli et al., 1997; Corti et al., 2007; Glowinski et al., 1994). Esta
ligacdo entre glutamato, TGF-B1 e maturagdo astrocitaria nos fez imaginar se o
glutamato ndo seria o fator soluvel neuronal presente em nosso modelo, que
aumenta os niveis de TGF-f1 em culturas astrocitarias e resulta na ativagao do gene

de GFAP.



1.4. Glutamato e seus receptores

O glutamato € um aminoacido derivado da glicose (Cutler & Dudzinski, 1974;
Gaitonde & Richter, 1966) e principal neurotransmissor excitatério no encéfalo de
mamiferos (Fonnum, 1984; Orrego & Villanueva, 1993). A transmissao
glutamatérgica € ubiqua no SNC, participando de fungbes, como aprendizagem,
memoria € cognigao.

O excesso de glutamato € altamente neurotdxico (Choi, 1988; McCall et al.,
1979; Olney, 1971) e a concentragao extracelular do glutamato deve ser mantida
muito baixa para prevenir dano neuronal. O cérebro usa uma série de barreiras
fisicas para conter o espalhamento do glutamato. Os prolongamentos astrocitarios
envolvem muitas sinapses glutamatérgicas (Lehre & Danbolt, 1998; Peters et al.,
1991), prevenindo a difusdo de glutamato de uma fenda sinaptica para outra. Estes
prolongamentos contém varios sitios de captagdo, mais eficazes em captar
glutamato do que os locais de captagédo encontrados nos neurdnios glutamatérgicos
(Gundersen et al., 1998; Kojima et al., 1999; Lehre & Danbolt, 1998; Rothstein et al.,
1996). Esta especializagdo permite que os astrocitos rapidamente evacuem as
fendas sinapticas do glutamato liberado pelos neurénios (Clements et al., 1992).

Os receptores glutamatérgicos incluem duas classes fundamentais: os

ionotropicos (AMPA, NMDA e Kainato) e metabotrépicos (mGIuR 1-8) (Figura 2).
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Figura 2. Receptores glutamatérgicos. Os receptores glutamatérgicos sé&o
divididos em dois grandes grupos: os ionotropicos e os metabotropicos. O primeiro
grupo é composto por receptores do tipo NMDA, AMPA e Kainato. Os receptores
metabotropicos podem ser subdivididos em 3 grupos (I, Il e Ill). No total, 8
receptores compdem o grupo dos receptores metabotropicos (mGIuR1 a 8).
Adaptado de Verkhratsky & Steinhauser, 2007.




1.4.1. Receptores metabotrépicos

Os receptores metabotrépicos (MmGIUR) possuem sete dominios
transmembrana, s&do de acao lenta, mobilizam vias de segundo-mensageiros e
regulam uma variedade de vias intracelulares através da ativagdo de enzimas de
membrana (D’Antoni et al., 2008; Nakanishi, 1994). Estdo classificados em trés
grupos |, Il e lll, de acordo com a homologia na sequéncia, perfil farmacoldgico e
vias de transducdo (Pin & Duvoisin, 1995; Schoepp et al., 1999). O grupo | inclui
mGIuR1 e 5, acoplados a via de ativagéao da fosfolipase C. Os grupos Il (mGIlu2R e
2001; Flor et al., 2002). A ativagado do grupo Il de receptores metabotropicos em
astrocitos esta associada a acdo neuroprotetora fornecida pela sintese e secregao
de TGF-B1 (Bruno et al., 1998; Ciccarelli et al., 1999; Corti et al., 2007; Glowinski et

al., 1994).

1.4.2. Receptores ionotropicos

Os receptores ionotropicos sao responsaveis pelo componente de agao
rapida do SNC. Entre os receptores do tipo ionotrépico (canais idnicos), sao
descritos trés subtipos: receptores AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
iIsoxazoleproprionic acid), e Kainato (KA) (ditos ndo-NMDA) e NMDA (N-Metil-D-

Aspartato) (Mayer, 2005; Mayer & Armstrong, 2004; Wisden & Seeburg, 1993).

Receptores AMPA e Kainato
A familia de receptores AMPA é composta de quatro subunidades: GIuR1 —
GluR4. Os receptores funcionais sdo tetrdmeros formados pela unido de uma ou

mais subunidades, formando receptores homotipicos ou heterotipicos. A existéncia



de multiplas subunidades resulta em uma grande diversidade de receptores AMPA
(Bleakman et al., 2006).

AMPA e Kainato sdo descritos como receptores que, quando ativados,
promovem a despolarizagao da célula, pois na maioria das conformagdes, permitem

a entrada de ions Na+ (Platenik et al., 2000).

Receptores NMDA

Estes receptores tipo canal idbnico sao tetrameros que resultam de sete genes
que codificam sete subunidades chamadas NR1, NR2A — NR2D e NR3A — NR3B
(Hollmann & Heinemann, 1994). O neurotrasmissor glutamato liga-se as
subunidades NR2 e um co-agonista na subunidade NR1. A ativagdo do canal requer
a ativacdo de ambos os sitios (Bleakman et al., 2006). Normalmente, para que o
receptor seja funcional € necessaria a co-expressao de uma subunidade NR1 e uma
ou duas subunidades NR2.

Para ser ativado, o receptor NMDA necessita que ocorram dois fendbmenos
simultadneos. Primeiro deve ocorrer uma despolarizacdo da célula, pois este canal é
blogueado pelo ion magnésio de maneira voltagem-dependente. Esta
despolarizagéo € gerada pela ativagao prévia dos receptores AMPA/Kainato através
do glutamato, permitindo a entrada de ions sodio na célula e a saida do magnésio
do canal por diferenca de potencial. Concomitante a isso é necessaria a ligagdo do
glutamato e do co-agonista para a ativacdo do receptor. Apds a saida do ion
magnésio e a mudanga conformacional gerada pela ligagao dos agonistas, ha um
elevado influxo de caélcio pelo receptor (MacDermott et al., 1986), além da entrada de
sodio e saida de potassio em menor propor¢cdo. Este aumento nos niveis

intracelulares de calcio leva a inumeros eventos na célula, como ativagao de



proteinas cinases dependentes de Ca?* e aumenta a liberagdo de
neurotransmissores, estando por isso relacionado com a potenciacdo de longa
duracgéo (LTP), aprendizado e plasticidade neural (Collingridge & Bliss, 1987; Olney,
1989; Scatton, 1993; Wood et al., 1990).

Desde os anos 80, a glicina, um neurotrasmissor inibitério no tronco
encefalico, medula espinhal e retina, tem assumido o papel de co-agonista na
ativagcdo do NMDAR (Johnson & Ascher, 1987). Entretanto, Schell e colaboradores
(1995) mostraram que a D-serina possui alta afinidade pelo sitio da glicina e varios
relatos na ultima década tém demonstrado que a D-serina € o maior neuromodulador

para o NMDAR no sitio da glicina (Miller, 2004).

1.5. D-serina

A distribuicdo da D-serina no encéfalo em desenvolvimento é heterogénea,
com as concentragdes mais altas no telencéfalo e no cerebelo em desenvolvimento
(Hashimoto et al., 1995). No adulto (oito semanas pds-natal), a concentragdo mais
alta de D-serina é encontrada no cortex cerebral, seguido pelo talamo, corpo
estriado, hipocampo e hipotalamo (Hashimoto et al., 1995). Este padrédo de
distribuicao foi confirmado por imunohistoquimica para D-serina revelando altas
concentracdes no prosencéfalo e cerebelo em desenvolvimento, esta distribuicdo se
assemelha a de NMDAR (Schell et al., 1995, 1997).

Anadlise da marcacdo para D-serina, mostrou que esta esta associada
principalmente com astrocitos que envolvem as sinapses (Oliet & Mothet, 2008;
Schell et al., 1997). No cerebelo em desenvolvimento, a D-serina esta presente na
glia de Bergmann e decresce a niveis muito baixos no adulto (Williams et al., 2006;

Schell et al., 1997). Recentemente, Williams e colaboradores (2006) mostraram



ainda a presencga de D-serina no tipo celular glial radial da retina, a glia de Muller. A
marcacgao para D-serina também foi observada em dendritos e axdnios de neurdnios
corticais (Yasuda et al., 2001). Recentemente, Kartvelishvily e colaboradores (2006)
sugeriram que 0s neurOnios corticais embrionarios sintetizam D-serina e serina
racemase (SR — que converte a L-serina em D-serina). Outros trabalhos também
revelam a presencga de D-serina e SR em microglia (Williams et al., 2006; Wu et al.,
2004b).

O hipocampo foi o primeiro modelo experimental para estudo da fungao da D-
serina. Em culturas de neurdnios hipocampais, a atividade dos receptores NMDA
diminui quando a D-serina é eliminada com D-aminoacido oxidase (DAQO) (Mothet et
al., 2000). Yang e colaboradores (2005) mostraram que o pré-tratamento com DAO
inibe LTP em células piramidais hipocampais em culturas ou fatias, confirmando que
a D-serina e ndo a glicina € o ligante endégeno de NMDAR nesta estrutura.

Shleper e colaboradores (2005) mostraram que a D-serina é o ligante
enddégeno que promove neurotoxicidade via NMDAR no hipocampo. Neste trabalho,
os autores mostram que a morte neuronal é prevenida quando fatias sao tratadas
com serina deaminase, outra enzima que degrada D-serina, enquanto a glicina,
mesmo em altas concentragcdes, ndo foi capaz de induzir a neurotoxicidade via
NMDAR.

Na retina, as células da glia de Muller controlam a neurotransmissdo mediada
por NMDAR através da sintese e liberagdo de D-serina (Stevens et al., 2003). Além
disso, a habilidade da D-serina em controlar a neurotransmissdo por NMDAR tem
sido confirmada por estudos utilizando os camundongos deficientes em DAO. Como

esperado, com os altos niveis de D-serina, as correntes pds-sinapticas excitatorias



mediadas por NMDAR estdo aumentadas em neurdnios do corno posterior da

medula espinhal (Wake et al., 2001).

1.6. Glutamato e D-serina no desenvolvimento do SNC

A proliferacdo dos progenitores neurais € modulada de forma diferente pelos
diversos tipos de receptores glutamatérgicos. O glutamato aumenta a taxa de
proliferacdo de células progenitoras neurais humanas, agao que pode ser bloqueada
por antagonistas de NMDAR, mas n&o por antagonistas dos receptores
AMPA/kainato ou metabotrépicos (Suzuki et al., 2006). Em culturas de células
progenitoras neurais de rato, NMDA também mantém a proliferagdo nas
neuroesferas (Mochizuki et al., 2007). A ativagcdo dos receptores NMDA também
promove a divisao das células progenitores do striatum (Luk et al., 2003).

No cértex cerebral em desenvolvimento, glutamato tem um efeito anti-
proliferativo sobre os progenitores neuronais através dos receptores AMPA/kainato
(LoTurco et al., 1995; Haydar et al., 2000). Martins e colaboradores (2006)
mostraram que o glutamato reduz a proliferagdo durante o desenvolvimento
embrionario da retina, também com a partcicpacio dos receptores AMPA/kainato.

A presenca de receptores metabotropicos mGIUR3 e 5 em areas com
potencial neurogénico (Di Giorgi Gerevini et al., 2004) e a expressdo de alguns
MGIuRs em neuroesferas embrionarias murinas (Di Giorgi Gerevini et al., 2005),
sugerem a participacdo dos receptores glutamatérgicos metabotrépicos na
modulacdo das células progenitoras. De fato, em neuroesferas a ativagdo destes
receptores induz a proliferagdo e sobrevivéncia (Di Giorgi Gerevini et al., 2005). A
ativacdo de mGIuR3 no giro denteado do hipocampo também aumenta a

proliferagdo (Yoshimizu and Chaki, 2004). Evidéncias recentes estendem o papel do



MGIUR3 para a regulacdo da diferenciacao de progenitores. Culturas de células-
tronco da ZSV tratadas com agonista de mGIuR2/3 induz a diferenciagéao
astrocitaria, favorecendo o aparecimento de células positivas para GFAP alongadas
(Ciceroni et al., 2006). Em cerebelo, a ativagdo de mGIluR4 reduz a proliferacéo e
induz a diferenciagao das células granulares (Canudas et al., 2004).

O papel da D-serina pode ser importante antes do estabelecimento dos
contatos sinapticos (Oliet & Mothet, 2008). Durante o desenvolvimento, as células
precisam tomar diferentes trajetérias a fim de formar a arquitetura adequada para o
funcionamento do SNC, e diversos fatores extrinsecos influenciam esta jornada.
Entre estes fatores, encontramos o glutamato, agindo via NMDAR (Yacubova &
Komuro, 2003). A participagdao de NMDAR na migragao radial de células granulares
no cerebelo em desenvolvimento, ao longo da glia de Bergmann, tem sido bem
demonstrada desde os anos 90 (Komuro & Rakic, 1993). O bloqueio de NMDAR
presente nas células granulares diminui a migragao neuronal. Em contraste, ha um
aumento quando Mg?* é removido ou com a aplicagdo de glicina (Yacubova &
Komuro, 2003). Recentemente, foi mostrado que a subunidade NR2B é essencial
para a migragdo das células granulares no cerebelo (Mancini & Atchison, 2007;
Tarnok et al., 2008).

Como o pico dos niveis de D-serina no cerebelo acontece na fase do
desenvolvimento de 14 dias apdés o nascimento (P14), quando a migragao das
células granulares é mais intensa (Schell et al., 1997), pensou-se que ela poderia
estar envolvida neste processo. Mais recentemente, foi demonstrado que a D-serina
liberada pela glia de Bergmann promove a migragao das células granulares através

da ativagao de NMDAR (Kim et al., 2005).



No cortex cerebral, alguns trabalhos relacionam o NMDAR a migragao
neuronal. Mas ao contrario do cerebelo, o papel destes receptores parece
contraditorio. Dois trabalhos que inicialmente estudaram esta relacdo utilizaram
animais com alteracdao no NMDAR e observaram que, aparentemente, a distribuicdo
das células no cértex cerebral ndo é prejudicada. O primeiro mostra que mesmo com
uma mutagao em uma subunidade de NMDAR, a citoarquitetura do cortex cerebral é
similar a do selvagem (Kutsuwada et al., 1996). O outro relata que camundongos
sem receptores NMDA apresentam uma distribuicdo laminar normal no cértex visual
(Messersmith et al., 1997). Isto poderia apontar para a nao participagdo dos
receptores NMDA no processo de migracdo neuronal. Contudo, Marret e
colaboradores (1996) mostraram que no cérebro de hamster neonato, estimulagéao
de NMDAR perturba a migragao neuronal. Este dado nos leva a pensar que o
estimulo de NMDAR inibiria a migragao.

Em 1999, Hirai e colaboradores mostraram, todavia, que o bloqueio dos
NMDARSs em cortices cerebrais embrionarios de rato inibe a migracdo neuronal. Este
dado é similar ao encontrado no cerebelo. Estes autores sugerem que nos trabalhos
anteriores, com camundongos mutantes, a citoarquitetura cortical ndo é alterada
devido a aquisicdo de mecanismos migratdérios compensatérios. No mesmo ano,
Behar e colaboradores (1999) demostraram que a migragdo neuronal cortical é
estimulada pela ativagcdo do NMDAR em cultura de fatias organotipicas. Eles
mostraram ainda, através de experimentos de quimiotaxia com células dissociadas,
que a acado do glutamato €& sobre os neuroblastos presentes ainda na zona
ventricular que irdo migrar para a placa cortical (Behar et al., 1999). Mais

recentemente, foi mostrado que o bloqueio de NMDAR durante o periodo neonatal,



nao somente interfere no processo de migragao, mas também impede a maturagao

funcional da rede cortical (Reiprich et al., 2005).

1.7. Justificativa

Nosso grupo tem contribuido para o melhor entendimento das interagdes
neuro-gliais durante o desenvolvimento do SNC. Demonstramos recentemente que
neurénios corticais induzem a ativagdo do gene de GFAP em astrdcitos de cortex
cerebral e a participagdo do TGF-B1 neste processo (Gomes et al.,, 1999a; de
Sampaio e Spohr, 2002; Sousa et al., 2004). Dados prévios demonstraram que o
neurotransmissor glutamato induz a sintese e secregdo de TGF-B1 por astrécitos.
Recentemente, evidéncias demonstrando o envolvimento dos transmissores
sinapticos no desenvolvimento do SNC vém crescendo substancialmente. Com o
aparecimento da D-serina como co-agonista do glutamato na ativagao dos NMDARSs,
pesquisadores tém estudado o papel desta molécula na formacdo do SNC, uma vez
que ela parece ser importante mesmo antes do estabelecimento dos contatos
sinapticos.

Além disso, a compreensdo da interagdo neuro-glial durante o
desenvolvimento pode acrescentar informacgdes para o entendimento de processos
patolégicos, ja que o glutamato e TGF-B1 estdo relacionados a doencgas
neurodegenerativas do SNC, como discutiremos mais adiante nesta tese.

Aqui, investigamos o envolvimento do glutamato associado a D-serina (que
juntos ativam NMDAR) na especificagdo celular de progenitores e migracéo
neuronal. E estudamos ainda, o papel dos receptores metabotrépicos de glutamato

na maturacao astrocitaria in vitro, mediado por TGF-$1.



2. OBJETIVOS

2.1. Estudar o papel do glutamato e da D-serina na especificagao das

células de GR no cortex cerebral.

2.1.1. Verificar a expressdo de serina racemase (SR) em progenitores
neurais: cultura de glia radial (GR) e neuroesferas;

2.1.2. Analisar a agao do glutamato e da D-serina em progenitores neurais:
proliferacdo e morte celular;

2.1.3. Estudar o papel da D-serina e do glutamato na especificagédo da GR em
cultura de células dissociadas e neuroesferas;

2.1.4. Analisar a acao do glutamato e da D-serina na migragdo dos neurdnios

corticais in vitro.

2.2, Estudar o papel do glutamato e TGF-1 na maturagao astrocitaria.

2.2.1. Investigar o papel de sinaptossomas e glutamato, na ativacdo do
promotor de GFAP de astrocitos do cortex cerebral in vitro;

2.2.2. Analisar a participacdo de TGF-B1 como mediador dos efeitos
glutamatérgicos na diferenciagao de astrécitos do cortex cerebral in vitro;

2.2.3. Estudar a participagao das vias de sinalizagdes candnica (Smad) e néo-
candnicas (MAPK/PI3K) na ativagdo do promotor do gene de GFAP induzida por
glutamato;

2.2.4. Estudar o efeito do glutamato no gene de GFAP de astrocitos derivados

de outras regides encefalicas, como cerebelo e mesencéfalo.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos suicos e transgénicos mantidos no biotério do
Programa de Biologia Celular e do Desenvolvimento do Instituto de Ciéncias
Biomédicas (ICB) no Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade Federal
do Rio de Janeiro (UFRJ). A utilizagao dos animais foi aprovada segundo o protocolo
DAHEICB 024 (Anexo 4). Os transgénicos contém o gene da enzima f-
Galactosidase (lacZ) sob o controle de parte do promotor do gene de GFAP. O
transgene possui 2005 pb do promotor (-1913 a + 92 em relagéo ao sitio de inicio de
transcricdo de GFAP) do gene de GFAP murino ligados a sequéncia codificante do
gene lacZ (Galou et al., 1994).

Para cultura primaria de astrécitos, utilizamos camundongos transgénicos
recém nascidos (PO0), periodo de gliogénese. As co-culturas foram feitas utilizando-
se neurbnios de camundongos suigos, n&o transgénicos, com 14 dias (E14)
embrionarios. E para preparacédo dos sinaptossomas utilizamos ratos adultos.

Para a cultura enriquecida em GR e cultura de explantes do cortex cerebral
utilizamos camundongos E14, por ser o periodo de pico de migragcdo guiada pela
GR. As culturas de progenitores neurais em neuroesferas foiram feitas com

camundongos embrionarios com 12 dias embrionarios (E12).

3.2. Cultura primaria de células astrocitarias
Culturas primarias de astrocitos foram preparadas como ja descrito por
Gomes et al. (1999b). As estruturas cerebrais (cortex cerebral, cerebelo e

mesenceéfalo) foram removidas e colocadas em tamp&o salina fosfato (PBS)



contendo 0,6% de glicose (PBS-Glicose: 8% de cloreto de sodio [NaCl]; 5,36% de
fosfato de sédio [Na;HPO4); 0,4% de fosfato de potassio [KH2PO4] e 0,9% de cloreto
de potassio [KCI], pH 7,6). As meninges foram delicadamente removidas e o tecido
mecanicamente dissociado com auxilio de uma pipeta Pasteur. A densidade de
plaqueamento utilizada foi de 3 x 10° células por poco de 16mm de didmetro com
laminulas de vidro previamente cobertas com poli-L-ornitina (1,5ug/mL, Sigma
Chemical, St. Louis, MO) no caso de se fazer imunocitoquimica posteriormente, ou
diretamente no plastico coberto com poliornitina para quantificagdo do numero de
células positivas para p-Gal, e de 4 x 10° células por garrafa de 25cm? também
coberta com poliornitina. As células foram mantidas a 37°C em uma atmosfera com
5% de dioxido de carbono (COz). O meio de cultura Dulbecco’s Modifiyed Eagle
Medium (Invitrogen Life technologies, Carlsbad, Califérnia), suplementado com o
nutriente F-12 (DMEM F-12) e 10% de soro fetal bovino (Invitrogen Life
Technologies), e contendo penicilina/estreptomicima e fungizona (Invitrogen Life

Technologies), foi trocado de 3 em 3 dias.

3.3. Co-culturas

Para as co-culturas, fémeas suicas no 14° dia gestacional (E14) foram
anestesiadas com éter e mortas por deslocamento cervical. Os embrides foram
retirados do utero e os hemisférios cerebrais removidos e colocados em PBS-
Glicose. As meninges foram delicadamente removidas e o tecido mecanicamente
dissociado com auxilio de uma pipeta Pasteur. Os neurbnios foram plaqueados
numa densidade de 2 x 10° células por poco e de 2,6 x 10° células por garrafa sobre
culturas gliais confluentes (com cerca de 7 a 10 dias in vitro), previamente lavadas 3

vezes com meio sem soro e incubadas por 48 horas em 300ul (pogo) ou 3mL



(garrafa) deste meio. Estas co-culturas foram mantidas por 24 horas em meio DMEM

F-12 sem soro, a 37°C, numa atmosfera imida com 5% de CO..

3.4. Preparacao do meio condicionado

O meio condicionado pela co-cultura foi preparado de acordo com o descrito
por De Sampaio e Spohr et al. (2002). As culturas primarias de astrécitos foram
mantidas até atingirem a confluéncia e colocadas em meio DMEM F-12 sem soro por
24 horas. Os neurbdnios foram entdo adicionados e apds 24 horas, o meio foi
recolhido, centrifugado a 1500g por 10 minutos e usado imediatamente ou estocado

em aliquotas a —20°C para uso futuro.

3.5. Preparagao e isolamento de fragoes sinaptossomais

O método para isolar sinaptossomas foi o descrito por Dunkley (1986) que
consiste na separagao de fragbes por gradiente de Percoll (Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, UK). Este gradiente € empregado para o fracionamento de
organelas celulares e subcelulares de uma variedade de tecidos e tem sido utilizado
com sucesso para a obtencao de sinaptossomas.

Para isso, ratos normais foram sacrificados por deslocamento da coluna
vertebral e os telencéfalos foram rapidamente removidos. Em seguida, foram
imediatamente homogeneizados a 10.000 rpm em solugdo de sacarose pH 7,6
(32mM de sacarose, TmM de EDTA e 0,25mM de DTT) na proporgéao de 1mL por 10
mg de tecido. O homogeneizado foi centrifugado a 3000g (Sorval) por 10 minutos, a
4 °C, obtendo uma fragao soluvel denominada de S1. A fragdo soluvel S1 foi
recolhida e aplicada sobre um gradiente descontinuo de Percoll nas concentragdes

de 23%, 15%, 10%, 3%, diluido em uma solugdo de sacarose, como descrito



anteriormente, e centrifugado a 17000g (Ultracentrifuga Himac — 50) durante 15
minutos em tubos de policarbonato. A fracdo sinaptossomal foi coletada com pipeta
Pasteur na interface que se situa entre 23% e 15% apds a centrifugacgéao, e lavada
com tampao Krebs (108,5mM de NaCl, 4,7mM de KCI, 1,2mM de MgCl,, 24,9mM de
NaHCO,, 0,1mM de CaCl,, 10mM de glicose) para a retirada do residuo de Percoll e
sacarose. Depois da ressuspensao dos sinaptossomas intactos, a concentragao final
de proteinas na fragcao foi determinada pelo método de Bradford. Os sinaptossomas
obtidos foram ressuspensos em meio de cultura para uso imediato em co-culturas

com astrécitos.

3.6. Meio condicionado sinaptossomal

Fatores sinaptossomais liberados para o meio de cultura (meio condicionado
da fragao sinaptossomal) foram utilizados em culturas de astrocitos. Para isto, apos
a preparagao de sinaptossomas, o precipitado com a fracdo sinaptossomal foi
transferido para um ependorff com meio de cultura sem soro em condi¢des estéreis,
e deixado por 24 horas na estufa a 37°C na presenca de 5% de CO.,. No dia
seguinte a preparagado, o meio condicionado foi centrifugado por 5 minutos e o

sobrenadante adicionado ao tapete astrocitario e deixado por 24 horas.

3.7. Tratamento das monocamadas astrocitarias

A monocamada astrocitaria derivada do cértex cerebral de camundongos
transgénicos foi preparada como descrito anteriormente. Apds 24 horas em DMEM
F-12 sem soro, culturas astrocitarias confluentes foram incubadas nas seguintes
condigdes: na presenga de a) TGF-B1 (10ng/mL, R&D Systems, Buckinghamshire,

UK), ou b) glutamato (10uM, 100pM e 1mM, Amersham Biosciences) ou c)



diferentes concentracdes de sinaptossomas ou d) meio condicionado (de co-cultura
ou sinaptossomal). As culturas foram mantidas por mais 16 horas a 37°C numa

atmosfera umida com 5% de CO.,, e entéo foi revelada a atividade da enzima pB-Gal.

3.8. Ensaios de inibigao

ApoOs 24 horas em DMEM F-12 sem soro, as monocamadas astrocitarias
foram incubadas na presenga de TGF-B1 (10 ng/mL), glutamato (100 pM),
neurénios, ou meio condicionado, concomitantemente com inibidores das vias de
sinalizagdo especificos por 24 horas, de acordo com o protocolo previamente
descrito (de Sampaio e Sporh et al., 2002). Os seguintes inibidores foram utilizados:
PD98059, inibidor da via de MAPK (50uM, Calbiochem); LY294002, inibidor da via
de PI3K (5uM, Calbiochem); MCPG ((S)-Methyl-4-carboxyphenylglycine),
antagonista do mGlu2/3R (10uM, Tocris Cookson). Todos os inibidores foram
diluidos em dimethylsulfoxide (DMSO; Sigma Chemical).

Para os ensaios de neutralizacdo, ap6s 24 horas em DMEM F-12 sem soro ,
os astrécitos foram mantidos simultaneamente na presenga de glutamato (100uM)
ou neurdnios e 10ug/mL de um anticorpo neutralizante policlonal contra-TGF-$1
humano (R&D Systems, Buckinhamshire, UK) ou uma imunoglobulina n&o especifica

como controle.

3.9. Coloragao com X-Gal

Para a revelacdo da atividade da enzima B-Galactosidase, as células foram
fixadas por 3 minutos em paraformaldeido 4% em PBS (pH 7,6), e em seguida
lavadas 3 vezes com PBS. Posteriormente, as células foram incubadas na seguinte

solugédo, preparada em PBS: 2mM de cloreto de magnésio (MgCl,), 4mM de



ferricianeto de potassio, 4mM de ferrocianeto de potassio, 0,4mg/mL de 5-bromo-4-
cloro-3-indolil-b-D-galactosidase (X-Gal, U.S. Biochemical Corp., Ohio) e 0,001%
Tween 20. A incubacdo se estendeu por 16 horas, em ambiente escuro, a 37°C.
Posteriormente, as células foram lavadas 3 vezes em PBS e analisadas
quantitativamente. Como no transgene GFAP-lacZ foi inserida uma sequéncia sinal
de localizacao nuclear, a marcacgao para X-Gal foi observada no nucleo (Galou et al.,
1994; Gomes et al., 1999a). As células marcadas com a coloracao de X-Gal
(marcagao nuclear azulada) foram contadas em, no minimo, 5 campos aleatérios por
pOcO a microscopia Optica, com objetiva de 20X. Todos os experimentos foram feitos
em triplicata e os resultados apresentados representam a média de 3 experimentos
independentes. Os valores obtidos foram comparados e sua significancia estatistica

atestada pelo teste ANOVA.

3.10. Cultura enriquecida em glia radial

As culturas primarias de GR foram realizadas de acordo com Stipursky &
Gomes, 2007. Fémeas suigas no 14° dia gestacional foram anestesiadas e mortas
por deslocamento cervical. Os embrides foram retirados do utero e os hemisférios
cerebrais removidos e colocados em PBS-Glicose. As meninges foram
delicadamente removidas e o tecido mecanicamente dissociado com auxilio de uma
pipeta Pasteur. A densidade de plagueamento utilizada foi de 2 x 10° células por
poco com laminulas tratadas com 1,5ug/mL de poliornitina. As células foram
mantidas por 24 horas em DMEM F-12 (Invitrogen Life Technologies) suplementado
por 10% de soro fetal bovino (Invitrogen Life Technologies). Apds este periodo, as
culturas de GR foram incubadas por mais 24 horas em DMEM F-12 sem soro,

adicionado do tratamento desejado.



3.11. Cultura de explante

Foram utilizados camundongos suigos embrionarios com 14 dias (E14). Os
hemisférios cerebrais foram isolados, a meninge retirada de forma delicada, cortex
cerebral dissecado e, entao, o tecido foi fragmentado em pedagos de cerca de 1 mm
e plaqueado (um explante por pogo), em uma placa de 96 pogos previamente
tratada com polilisina (Sigma Chemical, 40ug/mL) e laminina (Invitrogen Life
technologies, 40ug/mL). O plaqueamento foi feito em meio DMEM/F12 (Invitrogen
Life technologies) com soro fetal bovino 10% (MCS) por 30 a 40 minutos. Apds este
periodo, o meio foi substituido por neurobasal (Invitrogen Life technologies), com o
acréscimo do suplemento B-27 a 2% (Invitrogen Life technologies). A cultura foi
tratada com glutamato (100uM, Amersham Biosciences) e/ou D-serina (500uM,
Sigma Chemical). As células foram mantidas em cultura por aproximadamente 48
horas em estufa a 37°C com 5% COs.

Para analise da migracao celular, os explantes foram fotografados apés 48
horas em microscopio 6ptico invertido NIKON TE2000. Em cada explante foram
consideradas as 10 células com o maior raio de migragdo. Cada experimento foi
realizado no minimo trés vezes e em ftriplicata. Para a analise da distancia de
migracao foi utilizado o programa Image J. (de acordo com o descrito por Santiago et

al., 2001).

3.12. Cultura de progenitores neurais

Foram utilizados camundongos suigos embrionarios com 12 dias (E12). O
cortex cerebral foi dissecado e transferido para um tudo onde foi gentilmente
dissociado de forma mecanica com pipeta Pasteur. Cerca de 1 milhdao de células por

placa de petri foram plaqueadas com meio DMEM/F12 (Invitrogen Life technologies)



suplementado com 2% de B-27 (Invitrogen Life technologies), 10ng/mL de FGFb
(R&D systems) e 10ng/mL de EGF (Invitrogen Life technologies). As células foram
mantidas em cultura por aproximadamente 48 horas em estufa a 37° C com 5% de
CO,. Dois tercos do meio foram trocados a cada 2 dias até as neuroesferas

atingirem 100um de diametro, tamanho ideal para tratamento e processamento.

3.13. Imunocitoquimica e Imunohistoquimica

A técnica de imunocitoquimica utilizada foi a descrita por Sousa et al., 2004.
Apos atingir a confluéncia, as células foram lavadas e fixadas por 20 minutos com
paraformaldeido 4% - sacarose 4% (Reagen Quimibras Industrias Quimicas SA, Rio
de Janeiro, RJ). Posteriormente, as células foram lavadas, permeabilizadas com
PBS Triton X-100 a 0,2% por 5 minutos e o bloqueio dos sitios inespecificos feito
com 5% de PBS/BSA (BSA: bovine serum albumine; albumina de soro bovino) ou
10% de NGS (NGS: normal goat serum; soro normal de cabra) por 1 hora. As células
foram incubadas por 12 horas a 4°C com anticorpo primario contra GFAP (Tabela 1).
Antes desta incubacgao, a atividade da peroxidase enddgena foi eliminada com 3%
de H20, por 10 minutos, seguida de varias lavagens com PBS. Apds a reagao com o
anticorpo primario, as células foram incubadas por 2 horas a temperatura ambiente
com o anticorpo secundario (Tabela 2). A atividade da peroxidase foi revelada
utiizando como cromégeno a 3,3’-diaminobenzidina (DAB peroxidase; Vector
Laboratories, Inc.). As células foram desidratadas em alcool etilico (Reagen
Quimibras Industrias Quimicas AS) e as laminulas montadas em Entellan (Sigma
Chemical). As imagens foram obtidas em microscopio Optico NIKON TE300,
utilizando o contraste de fase. Os controles negativos foram realizados pela omissao

do anticorpo primario durante a reacéo.



Para a marcagao por imunofluorescéncia utilizou-se o protocolo descrito em
Gomes et al., 1999a. Apds fixagdo como ja descrito anteriormente, as células foram
lavadas 3x em PBS, permeabilizadas em PBS/Triton X-100 0,2% por 5 minutos a
temperatura ambiente. Apds a permeabilizagao, as células foram imunobloqueadas
em 5% de PBS/BSA, para evitar marcagdo inespecifica, por 1 hora. Para a
imunohistoquimica, cortes de 12um em criostato de neuroesferas foram
permeabilizados com PBS Triton X-100 0,3% por 5 minutos e o bloqueio dos sitios
inespecificos feito com PBS/NGS 10% por 1 hora. Em seguida as células ou o corte
foram incubados por 12-16 horas a 4° C em cdmara Umida com os anticorpos
primarios especificos diluidos em PBS/BSA 1%. Apdés a incubagdo com os
anticorpos primarios (Tabela 1), as células foram lavadas em PBS e incubadas com
anticorpos secundarios (Tabela 2) por 1 hora e 30 minutos a temperatura ambiente
em camara umida. Os controles negativos foram obtidos omitindo-se os anticorpos
primarios. Os nucleos foram corados com DAPI (4'6-Diamidino -2- phenylindole;
Sigma Chemical). As laminas foram montadas utilizando N-propil galato (Sigma
Chemical) e visualizadas em microscopio Nikon TE 300. Para as analises
quantitativas, foram contados, no minimo, 5 campos aleatérios por laminula. Os
experimentos foram feitos em triplicata e os resultados apresentados representaram
a média de 3 experimentos independentes. Os valores obtidos foram comparados e

sua significancia estatistica atestada pelo teste ANOVA.



Antigeno Feito em Reconhece Diluigao Empresa
GFAP Coelho Camundongo 1:500 Dako Cytomation
B-Tubulinalll | Camundongo Camundongo 1:1000 Promega
Corporation
Smad 4 Camundongo Camundongo 1:5 Santa Cruz
Biotechnology
GLAST Porquinho da Camundongo 1:100 Chemicon
india International
Nestina Camundongo Camundongo 1:200 Chemicon
International
Purificado no
Serina Coelho Camundongo 1:200 laboratério do
Racemase Professor Rogeério
Panizzutti
Serina Cabra Camundongo 1:100 Santa Cruz
Racemase Biotechnology
Ki67 Coelho Camundongo 1:100 ABCam
Caspase-3 Coelho Camundongo 1:50 Cell Signaling
ativada
BLBP Coelho Camundongo 1:200 Chemicon
International
Tabela 1 - Anticorpos primarios utilizados na imunocitoquimica e

imunohistoquimica.

Conjugado a Feito em Reconhece IgG Diluicao Empresa
de
Peroxidase Cabra Coelho 1:200 Amersham
Biosciences
AlexaFluor488 Cabra Coelho 1:200 Molecular Probes
AlexaFluor488 Cabra Camundongo 1:300 Molecular Probes
AlexaFluor488 Burro Cabra 1:100 Santa Cruz
Biotechnology
AlexaFluor488 Cabra Porquinho da 1:400 Chemicon
india International
AlexaFluor546 Cabra Coelho 1:2000 Molecular Probes
AlexaFluor546 Cabra Camundongo 1:500 Molecular Probes
AlexaFluor546 Burro Cabra 1:200 Molecular Probes
Tabela 2 - Anticorpos secundarios utilizados na imunocitoquimica e

imunohistoquimica.




3.14. Western blot

A analise dos niveis de proteinas especificas foi realizada como descrito em
Sousa et al., 2006 (Anexo 2). Os hemisférios de camundongos embrionarios (E14) e
recém-natos (P0) foram removidos, os telencéfalos dorsais separados e colocados
em tampao de amostra 2x (100mM de Tris-Cl [pH 6,8], 4% de SDS [dodecil sulfato
de sadio], 0,2% de azul de bromofenol, 20% de glicerol e 200mM de DTT
[dithiothreitol]). Os lisados foram recolhidos em eppendorfs, mantidos por 1 minuto a
100°C e 4 minutos a 95°C, antes de serem analisados por eletroforese em mini gel
de acrilamida 10% contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). Foi aplicado um
total de 10ug de amostra por pogo no gel e as proteinas separadas
eletroforeticamente a 100V. Apds a separacdo, as proteinas foram eletricamente
transferidas por 1 hora a 2mA/cm? para a membrana de PVDF (Hybond-P
polyvinylidene difluoride) (Amersham Biosciences). A membrana foi imunobloqueada
em tampao Tris salina-Tween (TBS-T: 20mM de Tris-Cl pH7,6 e 137mM de NaCl,
com 0,1% de Tween 20 [Merk & Co., Whitehouse Station, NJ, USA]) contendo 5% de
leite em p6 desnatado por 12 horas a 4'C. Apds o bloqueio, a membrana foi lavada
1x em TBS-T, e incubada por 1 hora a temperatura ambiente com o anticorpo
primario (Tabela 3) diluido em TBS-T com 5% leite. Apds este periodo, a membrana
foi lavada e incubada por mais 1 hora a temperatura ambiente com o anticorpo
secundario conjugado a peroxidade (Tabela 4) diluido em TBS-T com 5% de leite.

Apo6s 3 lavagens, as proteinas foram visualizadas usando-se um sistema de
deteccdo de quimioluminescéncia como substrato (Super Signal: West Pico Luminol

Enhancer Solution, West Pico Stable Peroxide Solution; Pierce).



Antigeno Feito em Reconhece Diluigao Empresa
Purificado no
Serina Coelho Camundongo 1:500 laboratério do
Racemase Professor Rogeério
Panizzutti
Phospho- Coelho Camundongo 1:500 Cell Signaling
Smad 2
o-Tubulina Camundongo Camundongo 1:1000 Sigma Chemical

Tabela 3 — Anticorpos primarios utilizados no Western blot.

Conjugado a Feito em Reconhece IgG Diluicao Empresa
de
Peroxidase Cabra Coelho 1:1000 Amersham
Biosciences
Peroxidase Cabra Camundongo 1:1000 Amersham
Biosciences

Tabela 4 — Anticorpos secundarios utilizados no Western blot.

3.15. Extragao de RNA

O RNA foi extraido utilizando-se o protocolo do Trizol® Reagent (Invitrogen
Life Technologies), conforme descrito pelo fabricante. Para cada garrafa de 25 cm®,
utilizamos 1 mL de Trizol®. Apds, no minimo, 5 minutos a temperatura ambiente,
foram adicionados a mistura 200ul de cloroféormio. A amostra foi, entdo,
homogeneizada e submetida a centrifugacéo por 15 minutos a 14000g a 4°C. A fase
aquosa, contendo o RNAm, foi separada e a ela adicionados 500ul de cloroférmio
novamente homgeneizado e centrifugado a 14000g a 4°C. A fase aquosa, contendo
o RNAm, foi separada novamente e a ela adicionados 500ul de alcool isopropilico. A
amostra foi incubada por, no minimo, 30 minutos a -70°C (ou até 3 dias a -70°C).
Posteriormente, a amostra foi centrifugada por 15 minutos a 14000g a 4°C e o

precipitado lavado com etanol 70%. Apds secar por aproximadamente 30 minutos a




temperatura ambiente, o RNAm foi ressuspenso em 15ul de agua livre de RNAse.

Posteriormente, dosamos a quantidade de RNA na amostra.

3.16. Sintese de DNAc

RNA total, extraido como descrito anteriormente, foi utilizado para a
confecgdo de DNAc. Com esse objetivo, 1 ug de RNA foi incubada com 0,5 ng de
oligonucleotideo dT (Oligo dT1,.1s; Invitrogen Life technologies), por 5 minutos a
70°C. Posteriormente, a mistura foi estocada no gelo e a ela adicionados os
seguintes reagentes: 4 ul de tampao 5x; 2ul de DTT (0,1M); 1 ul de dNTPs (10 mM
cada); 1,2 ul de MgCl, (50mM); 1 ul da enzima Super Script Il transcriptase reversa
(200u/pl) e 5,8ul de agua livre de RNAse. Apds este tempo, a reacgéo foi incubada a
42° C por 50 minutos e a 70°C por 15 minutos. Apos este periodo, o DNAc foi

estocado a -20° C até a sua utilizagao nos processos de amplificagao por PCR.

3.17. Reagao de RT-PCR

A reagao de polimerizagdo em cadeia foi feita utilizando-se oligonucleotideos
complementares ao gene de GAPDH (que codifica enzima que participa da glicdlise)
(F: 5 ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC 3 e R: 5 TCC ACC ACC CTG TTG CTG
TA 3’) como controle positivo e quantitativo das nossas condi¢des; e ao gene de
BLBP (F: 5 AGA CCC GAG TTC CTC CAG TT-3' e R: 5 ATC ACC ACT TTG CCA
CCT TC 3’). Ao cDNA (10-100 ng) foram adicionados os seguintes reagentes: 2 pl
do tampéao de PCR sem Mg 10x; 1,2 ul de MgCl, (50mM); 0,4uL de cada dNTP (10
mM cada) (Amersham Biosciences); 0,1 ul da enzima Taq DNA polimerase (5u/pl)
(Invitrogen Life Technologies); oligonucleotideo na concentragao final de 0,5mM.

Como controle negativo, foi feito PCR de uma amostra de RNAm n&o incubada



previamente com a transcriptase reversa e de uma amostra onde o DNA ou RNA
molde foi omitido. O RT-PCR foi realizado em ciclos, nas seguintes temperaturas:
um primeiro ciclo a 94°C por 3 minutos para uma primeira desnaturagdo, seguida de
25 a 35 ciclos de 50 segundos a 94°C (para desnaturacéo), 50 segundos de 55 a 58°
C (dependendo do oligonucleotideo) (para o anelamento dos oligonucleotideos as
fitas de DNA), 1 minuto e 30 segundos (para a polimerizagdo das novas fitas), e um
ultimo ciclo a 72°C por 5 minutos (para aumentar a eficiéncia da polimerizagédo). Os
produtos de DNA do PCR foram analisados eletroforeticamente em gel de agarose

2% e visualizados por coloragao com brometo de etidio 0,5ug/mL.



4. RESULTADOS

PARTE 1: PAPEL DO GLUTAMATO E DA D-SERINA NA ESPECIFICAGAO DAS CELULAS DE GLIA

RADIAL (GR) NO CORTEX CEREBRAL

Com o objetivo de analisarmos a acdo de glutamato e D-serina em
progenitores do cortex cerebral, utilisamos duas metodologias: 1) cultura enriquecida
em glia radial, que tem sido utilizada como metodologia em nosso laboratério para
estudar esta populacéo in vitro (Stipursky & Gomes, 2007). Esta cultura é mista e
possui cerca de 35% de células de GR (positivas para nestina e GLAST), 35% de
neurdnios (positivos para B-Tubulinalll), 10% de progenitores (positivos para nestina
e negativos para GLAST) e 5% de astrocitos (positivos para GFAP). 2) cultura de

progenitores cultivados sob a forma de neuroesferas.

4.1. Serina Racemase (SR) é expressa em células de GR in vitro

A SR, enzima responsavel pela conversao de L-serina em D-serina, esta
presente na glia de Bergmann no cerebelo em desenvolvimento, majoritariamente no
periodo de intensa migracao cerebelar (Boehning & Snyder, 2003). Neste trabalho,
investigamos se no coértex cerebral, durante o periodo de migragdo neuronal, as
células de GR sintetizam SR. Para analisar esta questdo, utilizamos uma cultura
enriquecida em células de GR (Stipursky & Gomes, 2007) do cortex cerebral de
camundongos E13,5. Como podemos observar na Figura 3, identificamos por
imunocitoquimica, diversas células duplamente marcadas para SR e antigenos
especificos de GR (Nestina (Figura 3A-F), GLAST (Figura 3G-M) e BLBP (Figura

3N-P)). Estes dados demonstram que células de GR expressam SR in vitro.



Nestina

Nestina

Figura 3 — Distribuicio de Serina Racemase (SR) em células de GR in vitro.
Culturas enriquecidas em GR foram mantidas por 48 horas, fixadas e imunomarcadas
para SR (B, E, H, K, O) e para marcadores de GR: Nestina (A, D), GLAST (G, J) e
BLBP (N). C, F, I, L, P mostram a marcagédo dos nucleos dos mesmos campos por
DAPI. M mostra a sobreposi¢ao de J, K e L. Barras: 20um




4.2. Glutamato e D-serina induzem o aumento na populagao de células de GR
em cultura

No cerebelo, receptores NMDA participam na migragao neuronal e a D-serina
€ essencial para promover este processo (Komuro & Rakic, 1993; Kim et al., 2005).
No cortex cerebral, dados mostram que alteragdes na funcédo dos receptores NMDA
podem levar a um disturbio migratério (Marret et al., 1996; Kutsuwada et ak., 1996;
Messersmith et al., 1997; Hirai et al., 1999). Nesta estrutura, os neurbnios migram
através das células da GR para atingirem suas posi¢des na placa cortical (Nadarajah
et al., 2003; Nadarajah, 2003, Ghashghaei et al., 2007). Uma das razdes pela qual
uma molécula pode influenciar o processo de migragaéo no coértex cerebral é alterar a
identidade e morfologia das células da GR. Com o objetivo de estudarmos o papel
do glutamato e da D-serina na morfologia e no grau de diferenciacédo da GR,
utilizamos uma cultura enriquecida em células de GR (Stipursky & Gomes, 2007),
tratadas por 24 horas com 100uM de glutamato e/ou 100uM de D-serina.

Sabe-se que o excesso de glutamato no meio extracelular é toxico para
neurénios (Choi, 1988; McCall et al., 1979; Olney, 1971). Com o objetivo de verificar
se o glutamato adicionado a cultura ndo estava causando nenhum dano a populagéo
neuronal, quantificamos o numero de células positivas para p-tubulinalll (Figura 4A-
E). Nao observamos diferenga significativa no numero de células marcadas,
indicando que ndo houve prejuizo aos neurbnios devido ao tratamento
glutamatérgico.

Analisamos também o numero total de células em cultura através da
quantificacdo das células marcadas com DAPI e a morte celular através da

marcagao com caspase-3 ativada (Figura 5A-E).
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Figura 4 — Influéncia dos neuromoduladores na populagdo neuronal.
Culturas enriquecidas em GR foram tratadas: meio sem soro (controle - A),
100uM de glutamato (B), 100uM de D-serina (C), 100uM de glutamato/D-
serina (D). Apés 24horas foram fixadas, imunomarcadas para p-tubulinalll e as
células positivas para a marcagéo foram quantificadas (E). Nao ha diferenca
significativa no numero de neurbnios. Os experimentos foram feitos em
triplicata e os resultados apresentados representam a média de 3
experimentos independentes. Barra: 50um.
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Figura 5 — Efeito dos neuromoduladores no numero total de células e morte
celular. O nimero total de células nas culturas enriquecidas em GR foi analisado apo6s
48 horas de cultura, incluindo as 24 horas de tratamento. As células foram fixadas, o
nucleo marcado com DAPI (A) e o numero total de células quantificado (D). As células
também foram imunomarcadas para caspase-3 (B) e quantificadas (E) para analise da
morte celular. As imagens correspondem a situagdo controle. Ndo ha diferenga
significativa em ambas situagbes. Os experimentos foram feitos em ftriplicata e os
resultados apresentados representam a meédia de 3 experimentos independentes.

Barra: 50um.




O numero total de células e a morte celular nao foram alterados em resposta ao
tratamento com glutamato e/ou D-serina.

Alguns trabalhos tém mostrado a participagado do glutamato na proliferagao de
progenitores humanos e murinos, através de receptores do tipo NMDA (Luk et al.,
2003; Mochizuki et al., 2007; Suzuki et al., 2006) e AMPA/kainato (Haydar et al.,
2000; LoTurco et al., 1995). Baseados nestes dados que o glutamato pode, através
de seus diferentes receptores, alterar a taxa de proliferacdo, analisamos a
proliferagdo dos precursores neste modelo de cultura (Figura 6A-D). Apds 24 horas
do tratamento com glutamato e/ou D-serina, as células foram fixadas e
imunomarcadas para Ki67, marcador de proliferagao celular. Nao verificamos, neste
modelo de cultura, alteragéo significativa na proliferacdo dos precursores do cortex
cerebral em resposta ao tratamento por glutamato e/ou D-serina.

Com o objetivo de analisar o efeito dos neuromoduladores glutamato e D-
serina na populagdo de progenitores radiais, cultivamos as células por 24 horas,
tratamos com glutamato e/ou D-serina e apds mais 24 horas, marcamos as células
com anticorpo anti-nestina (Figura 7A-D, G). Nao observamos alteragdo no numero
de células positivamente marcadas para nestina, sugerindo que esses
neurotransmissores nao influenciem o destino fenotipico dessas células.

A GR apresenta in vivo uma morfologia bipolar com seus prolongamentos se
estendendo da zona ventricular até a pia-mater (Malatesta et al., 2003; 2008). Essa
morfologia radial é essencial para a migragdo e correto posicionamento neuronal.
Neste contexto, analisamos o efeito de D-serina e glutamato na morfologia da GR.
Observamos a presencga de populagdes de precursores distintas morfologicamente,
sendo um tipo mais alongado (Figura 7E) e o outro mais protoplasmatico (Figura

7F).
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Figura 6 — Acdo de glutamato/D-serina na proliferagcdo dos

precursores. Culturas enriquecidas em GR foram mantidas 24 horas em
meio com soro, seguida de 24 horas em meio sem soro suplementado
com glutamato e/ou D-serina. As células foram fixadas e imunomarcadas
para nestina (A) e Ki67 (B). A sobreposigédo de A com B é mostrada em
C. O numero de precursores proliferando foi analisado (D) e os
resultados mostram que ndo ha diferenga significativa. Os experimentos
foram feitos em triplicata e os resultados apresentados representam a
média de 3 experimentos independentes. Barra: 50um.




A quantificacdo destes tipos celulares distintos revelou uma indugdo ao fendtipo
radializado na presenga de glutamato e/ou D-serina (Figura 71). Enquanto no
controle, observamos uma proporgdo de células protoplasmaticas:alongadas de
aproximadamente 1:1, em presenca dos neuromoduladores, o numero de células
alongadas aumenta, e a proporgédo passa para 1:1,5. A adigcdo concomitante de D-
serina e glutamato nao teve acgao sinergista sugerindo que os neuromoduladores
agem na mesma populagao celular e que a via de sinalizagdo dos dois moduladores
deva ser a mesma. Analisamos, ainda, a extensao das células alongadas, medindo
da ponta de um prolongamento, passando pelo corpo celular e até a ponta do outro
prolongamento. N&o observamos diferenga significativa no comprimento dos
prolongamentos das células alongadas (Figura 7H).

Uma vez que a presenca destes neuromoduladores altera a radializacdo dos
precursores, nos perguntamos se estes ndo poderiam estar induzindo um aumento
na populagdo de células marcadas para BLBP (marcador de células de GR). A
quantificacdo revelou que ha um aumento de células positivas para BLBP e
daquelas duplamente marcadas para nestina e BLBP na presenca de ambos os
neuromoduladores (Figura 8A-D), indicando a possivel transigao destes precursores
positivos para nestina para o fendtipo de GR e, consequentemente, estes
precursores tornam-se mais radializados. Observamos ainda um aumento de células
positivas para BLBP quando tratamos somente com D-serina, possivelmente, o
glutamato necesséario para a ativacdo de NMDAR esta sendo fornecido pelos
neurénios em cultura. Em conjunto, esses dados sugerem que os neuromoduladores

D-serina e glutamato possam induzir a transigao progenitor neuroepiteial-GR.
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Figura 7 — Glutamato e D-serina induzem a radializagao de progenitores
neurais. Culturas enriquecidas em GR foram mantidas 24 horas em meio com
soro, seguidas de 24 horas em meio sem soro com os seguintes tratamentos:
meio sem soro (controle - A), 100uM glutamato (B), 100uM D-serina (C) ou
ambos (D). As células foram fixadas, imunomarcadas para nestina e o nimero
total de células marcadas foi quantificado (G). Em | temos a anadlise da
porcentagem de células marcadas para nestina com morfologia alongada (E)
ou protoplasmatica (F). H mostra a medida dos prolongamentos das células
alongadas. Os experimentos foram feitos em ftriplicata e os resultados
apresentados representam a meédia de 3 experimentos independentes. Barras:
50um (A) e 20um (E).
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Figura 8 — Acdo de glutamato/D-serina na especificagao da populagao de GR.
Culturas enriquecidas em GR foram mantidas 24 horas em meio com soro, seguida de
24 horas em meio sem soro suplementado com glutamato e/ou D-serina. As células
foram fixadas e imunomarcadas para nestina (A) e BLBP (B). A sobreposi¢cao é
mostrada em C. A populagcdo de GR foi quantificada (D). Como ja mostrado
anteriormente, ndo ha diferenga no numero de precursores, contudo quando co-
localizamos a marcagao de nestina com BLBP, parece haver um aumento com a adigéo
de glutamato e D-serina. Além disso, estes induzem um aumento no niumero de células
BLBP-positiva. Este dado aponta para a transicdo dos precursores para a formagao da
populacdo de GR. Em A, podemos observar uma célula protoplasmatica nestina-positiva
e BLBP-negativa (seta). Os experimentos foram feitos em triplicata e os resultados
apresentados representam a média de 3 experimentos independentes. Barra: 50um. *
p<0,05.




4.3. A especificagdo de células de GR em neuroesferas é induzida por
glutamato e D-serina

Verificamos que em culturas mistas, glutamato e D-serina induzem o fenétipo
radial. Imaginamos entéo, se estes induziriam o aparecimento de células de GR em
cultura de progenitores sob a forma de neuroesferas. Parte desta tese se propds a
estabelecer esse modelo de estudo no laboratério. Para o preparo destas culturas,
fémeas de camundongos suigos no 12° dia gestacional (E12) foram anestesiadas e
mortas por deslocamento cervical. Os embrides foram retirados do utero, os
hemisférios cerebrais removidos, o cortex dissecado e o tecido mecanicamente
dissociado com auxilio de uma pipeta Pasteur. As células foram cultivadas, entao,
em meio DMEM-F12 suplementado com 2% de B-27, FGFb (10ng/mL) e EGF
(10ng/mL). Dois tergos do meio séo trocados a cada dois dias. Apés duas semanas
de cultivo, neuroesferas com média de 100um de diametro podem ser observadas
(Figura 9A-B) e estas podem ser tratadas e processadas para uma analise por
imunohistoquimica. Na Figura 9C, podemos observar uma neuroesfera apos o
periodo de cultivo, que foi crio-protegida, cortada a 12um de espessura e marcada
com DAPI. Verificamos, entdo, a presenca da enzima SR nestas neuroesferas
através do Western blot (Figura 9D).

Para analisarmos se a populagdo de GR estaria sendo modulada nestas
esferas, adicionamos glutamato (100uM) e D-serina (100uM). Apds 24 horas
adicionamos mais uma dose da mesma concentragao destes aminoacidos. Apods
mais um periodo de 24 horas, as neuroesferas foram fixadas, processadas para
cortes em criostato, fatiadas em 12um de espessura e imunomarcadas para BLBP

(Figura 10A-B).
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Figura 9 - Progenitores neurais cultivados em neuroesferas
expressam Serina Racemase (SR). Neuroesferas foram formadas a partir
dos progenitores de camundongos E12 em presenca de 10ng/ml FGFb,
10ng/ml de EGF e 2% B-27 (A, B). Apds 2 semanas em cultura, as
neuroesferas foram fixadas, crioprotegidas e cortadas em 12um de
espessura possibilitando a analise por imunomarcadores. Em C, a
marcagao com DAPI. Apds as 2 semanas de cultivo, a presenga de Serina
Racemase (SR) nas esferas foi verificada através do Western blot (D). A
proteina a-Tubulina foi utilizada como controle de carregamento protéico.
Barras: 100um (A) e 50um (C).




Avaliamos, entdo, a densidade 6ptica da imunomarcacgao e dividimos pela area da
neuroesfera para obter uma razao que quantificasse a densidade de marcacao para
BLBP em cada neuroesfera. A analise da densitometria revelou um aumento de
cerca de 120% na quantidade de BLBP apéds o tratamento (Figura 10C) indicando
um direcionamento para a especificagao dos progenitores em células de GR. Para
confirmar este dado, processamos as esferas apds o devido tratamento para a
analise por RT-PCR. Como podemos observar na Figura 10D, ha um aumento de
cerca de 150% nos niveis de RNAm para BLBP apés o tratamento com glutamato e
D-serina, confirmando o dado citado anteriormente.

Estes ultimos resultados corroboram a hipotese de que glutamato e D-serina
induzem um fendtipo de GR, modulando os niveis de BLBP, conforme ja mostrado

em culturas enriquecidas em GR (vide Figuras 7 e 8).

4.4. Efeito de glutamato e D-serina na migragcao neuronal em explantes de
cortex cerebral

Nossos dados mostrando que o glutamato e a D-serina atuam na
especificagcdo da GR sugerem um possivel envolvimento destas moléculas com a
migragao neuronal, uma vez que esta é guiada pelas células de GR. Conforme ja
apresentado na introducao desta tese, dados na literatura mostrando o envolvimento
do NMDAR no processo de migragcdo do cértex cerebral em roedores parecem
controversos (Marret et al., 1996; Kutsuwada et ak., 1996; Messersmith et al., 1997;
Hirai et al., 1999). A acao direta da D-serina na migragao no cortex cerebral ainda

nao foi estudada.
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Figura 10 — Glutamato e D-serina aumentam os niveis de BLBP em
heuroesferas. Apds 2 semanas em cultura, neuroesferas foram tratadas
por 24 horas com meio sem soro (controle) ou 100puM de glutamato e
100pM de D-serina. Mais 100mM de glutamato e 100pM de D-serina foi
adicionado a cultura e apds 24 horas, as células foram fixadas, cortadas
em 12 pm e imunomarcadas para BLBP (A, B). As imagens inseridas
correspondem a marcacdo para DAPI. A andlise da densitometria de
cada esfera, mostrou que glutamato e D-serina induzem a expresséo de
BLBP (C). Em D, os niveis de RNAm para BLBP foram analisados por
RT-PCR. GAPDH foi utilizado como controle de carregamento. Glutamato
e D-serina modulam positivamente os niveis de BLBP em neuroesferas.
Barras: 100um. * p<0,05; ** p<0,01.




Desta forma, com o objetivo de analisar o papel dos neuromoduladores,
glutamato e D-serina, na migragao neuronal no cortex cerebral, utilizamos explantes
de cértex cerebral de camundongos embrionarios com 14 dias (E14). Estes
explantes foram plaqueados em um tapete de laminina e tratados com 100uM de
glutamato e/ou 500uM de D-serina por 48 horas. Apos este periodo, medimos o raio
de migracao através das células mais distantes do explante. Como podemos
observar na Figura 11A-E, nenhuma alteragdo na migragao foi observada através
desta metodologia.

Em média, a migragdo nos explantes de cortex cerebral foi de 100um. Este
raio de migracdo é bastante inferior ao atingido pelos explantes cerebelares (que
varia de 350 a 400um sem nenhum tratamento especifico, de acordo com Eller et al.,
dados nao publicados). Devido a pouca saida de células dos explantes de cortex
cerebral, ndo podemos afirmar que os neuromoduladores ndo possuam ag¢ao na
migragdo neuronal do cortex cerebral. Experimentos posteriores, utilizando outras
metodologias, como o cultivo de fatias organotipicas, nos esclarecerao se este é um
artefato da técnica ou se realmente em cortex cerebral, glutamato e/ou D-serina né&o

sao capazes de modular a migragao neuronal.
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Figura 11 - Acao de glutamato/D-serina na migragcao neuronal em

explantes corticais. Explantes de cerca

de 1mm do coértex cerebral de

camundongos sui¢os embrionarios com 14 dias (E14) foram plaqueados sobre
um tapete de laminina e tratados por 48 horas: meio sem soro (controle - A),
100uM glutamato (B), 500uM D-serina (C) ou ambos (D). O raio de migragéo
foi medido através das células mais distantes do explante (E). Nenhuma

diferenca significativa foi observada. Os

experimentos foram feitos em

triplicata e os resultados apresentados representam a média de 3

experimentos independentes. Barra: 100um.




PARTE 2: PAPEL DO GLUTAMATO NA MATURAGAO ASTROCITARIA ATRAVES DA VIAS DE
TGF-f1 (OS RESULTADOS APRESENTADOS NESTA PARTE FORAM RECENTEMENTE

PUBLICADOS, VIDE ANEXO1)

4.5. Ativagao do transgene GFAP-lacZ em culturas astrocitarias

Para verificar a expressao do gene lacZ regulado pelo promotor de GFAP,
culturas confluentes primariamente astrocitarias derivadas de cértex cerebral de
camundongos transgénicos foram incubadas com meio sem soro por 2 dias. Apos
esse periodo, foi feita a revelagdo da atividade de B-Gal e imunocitoquimica para
GFAP. A atividade da p-Galactosidase pode ser detectada através da coloragao azul
nuclear resultante da reagdo com o substrato X-Gal (Figura 12A-D). Nestas
condicdes, cerca de 95% das células na monocamada foram marcadas para GFAP
representando um fenotipo tipicamente astrocitario (Figura 12C e D). Como pode
ser observado, existem populagdes de astrécitos que s&o positivas para pB-Gal e
GFAP, e populagbes de astrocitos, negativas para p-Gal e positivas para GFAP. Tal
fenbmeno se deve, provavelmente, a heterogeneidade das subpopulagdes
astrocitarias existentes na cultura. Como o transgene é constituido por parte do
promotor do gene de GFAP, é possivel que, em determinadas subpopulagdes de
astrdcitos, a expressdo do gene de GFAP requeira o promotor na sua integra. E
importante ressaltar que ndo foram observadas células positivas para B-Gal e
negativas para GFAP, corroborando com os dados in vivo de que, nesta fase do
desenvolvimento, a expressdo do transgene é astrocito-especifica (Galou et al.,
1994) e, portanto se presta a analise quantitativa que propusemos. Estes resultados
mostram que, in vitro, o promotor de GFAP esta sendo ativado especificamente nas

células que expressam GFAP.
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Figura 12 — Expressao do gene reporter (facZ) sob a regulacao
do promotor de GFAP in vitro. Astrocitos derivados do cortex
cerebral foram mantidos em cultura por 10 dias em meio com soro e
mais 2 dias em meio sem soro. A expressdo de [}-Galactosidase foi
revelada atraves do X-Gal (nicleo azul: A-D), previamente a
imunocitoquimica para GFAP (marcacdo citoplasmatica marrom: C
e D). Notar que a grande maioria das ceélulas € marcada para
GFAP, enquanto apenas uma subpopulacédo astrocitaria é p-Gal-
positiva. B mostra foto em campo claro da imagem em contraste de
fase em A. Barras: 100um (A e B) e 50um {C e D).




4.6. Glutamato ativa o promotor de gene de GFAP de astrécitos transgénicos

Nosso grupo mostrou previamente que neurdnios ativam o promotor do gene
de GFAP de astrocitos corticais através da secregdo de moléculas soluveis (Gomes
et al., 1999a). Para avaliar se este efeito € devido a neurotransmissores, utilizamos
um experimento com sinaptossomas, considerados uma ferramenta util para o
estudo do efeito de neurotransmissores (Dunkley et al., 1988). As terminagdes dos
neurénios quando isoladas formam esferas (sinaptossomas) que conservam no seu
interior 0os neurotransmissores presentes nos terminais sinapticos. Quando os
astrécitos corticais, derivados do camundongo transgénico GFAP-lacZ, foram
cultivados na presenca de neurdnios, sinaptossomas ou meio condicionado pelos
sinaptossomas, observamos um aumento, em média, de 120% no numero de
astrocitos positivos para p-Gal (Figura 13), sugerindo a participagdo de
neurotransmissores na ativagao do promotor do gene de GFAP.

Um grupo de pesquisadores tem mostrado que o glutamato aumenta a
producao de TGF-B1 em astrocitos (Bruno et al., 1998; Ciccarelli et al., 1997; Corti et
al., 2007; Glowinski et al., 1994). Como nosso grupo mostrou a participagao do TGF-
B1 na ativagdo do promotor do gene de GFAP, imaginamos se 0 neurotransmissor
presente nos sinaptossomas responsavel pela ativacdo do gene de GFAP nao seria
o glutamato. Com este objetivo, as monocamadas astrocitarias foram tratadas com
diferentes concentragées de glutamato (10uM, 100uM e 1mM)). Apds 24 horas,
observamos um aumento no numero de astrocitos positivos para p-Gal em cerca de
125 a 150% (Figura 14). Nenhuma diferenga significativa estatisticamente foi
encontrada entre as trés diferentes concentragdes de glutamato. Estes resultados
sugerem este neurotransmissor como um dos moduladores do gene de GFAP,

consequentemente, da maturagéo astrocitaria.



300 _

250 _

Numero de astrocitos p-Gal
(% do controle)
— — (%]
o 8 8 & 8
©.

o & 4 > il
QK. {b ‘}{b 6\'} '3‘: 3 b‘:
o &8 0 & =.1°<° &°
NP G
< U\

Figura 13 — Sinaptossomas ativam o promotor do gene de
GFAP em astrocitos transgénicos. Astrocitos derivados do
cortex cerebral de camundongos transgénicos recém-nascidos
foram cultivados por 24 horas nas seguintes condi¢des: sozinhos
{controle) ou na presenca de neurdnios corticais embrionarios,
meio condicionado por neurdnios, diferentes concentragbes de
sinaptossomas ou meio condicionado por sinaptossomas. Apos
a deteccdo da atividade da p-Gal, as células positivas para 3-Gal
foram quantificadas. Todos os grupos sao estatisticamente
diferentes do controle {p<0,01).
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Figura 14 — Indugao do promotor do gene de GFAP por glutamato.
Astrécitos corticais de animais transgénicos neonatos foram cultivados
sozinhos {Controle) ou na presenca de diferentes concentracdes de
glutamato (Glu 10uM, Glu 100uM e Glu 1mM). Apds 24 horas, o
nimero de células p-Gal positivas foi quantificado. Nas trés
concentracdes de glutamato, ha indugdo do gene de GFAP. Todos os

grupos séo estatisticamente diferentes do controle e iguais entre si
(p<0,01).




4.7. Ativagao do gene de GFAP é mediada por TGF-$1

A ativagdo dos receptores glutamatérgicos metabotrépicos do grupo i
(mGlu2/3) induz a sintese e secre¢cdo de TGF-B1 em astrocitos (Bruno et al., 1998;
Ciccarelli et al., 1997; Corti et al., 2007; Glowinski et al., 1994). Associado a isso,
previamente demonstramos que a ativacdo do promotor do gene de GFAP por
neurénios corticais € mediada pela secrecdo de TGF-B1 pelos astrocitos em
resposta a moléculas soluveis neuronais. Nesta tese, analisamos o papel do TGF-$1
como mediador do efeito de glutamato sobre o gene de GFAP.

Para isso, astrécitos corticais de camundongos transgénicos foram cultivados
sozinhos ou com 100uM de glutamato, neurdnios corticais ou 10ng/mL de TGF-B1.
Estes, como ja descrito, ativam o promotor do gene de GFAP. Simultaneamente,
adicionamos 10ug/mL de anticorpo neutralizante de TGF-f1 (a-TGF-1) ou 500uM
de antagonista dos receptores mGlu2/3 (MCPG), para boquear a agao do TGF-p1 e
do glutamato, respectivamente. Depois de 24 horas, as células B-Gal positivas foram
quantificadas. Glutamato, neurbnios e TGF-f1 aumentaram o numero de células -
Gal positivas (Figura 15). A adicdo do a-TGF-1 evitou este aumento (Figura 15),
confirmando a participagao direta deste fator na maturagao astrocitaria. Por outro
lado, a adigdo do antagonista de receptor de glutamato, MCPG, evitou
completamente a agdo dos neurdénios e do glutamato, embora n&o tenha inibido a
acao do TGF-B1 na ativagao do promotor do gene de GFAP (Figura 15).

Para confirmar que o TGF-$1 € um mediador do glutamato na ativagao do
gene de GFAP em astrocitos corticais, nds analisamos a translocagao nuclear de

Smad 4 em resposta ao glutamato, um marco da ativagao da via de TGF-1.
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Figura 15 — Ativagao do gene de GFAP por glutamato ¢ mediada
por TGF{1. Astrocitos do cortex cerebral de animais transgénicos
neonatos foram cultivados sozinhos (A-C) ou na presenca de
10ng/ml de TGF-p1 (DF), 100uM de glutamato {G-l) ou neurdnios
E14, na presenca ou auséncia de 10pg/ml de anticorpo neutralizante
contra TGF-B1 (a-TGF-31) ou 500uM de MCPG (antagonista de
mGluR2/3). Depois de 24 horas, a atividade da p-Gal foi revelada
{(marcagdo azul) antes da imunocitoquimica para GFAP {marcacao
cinza) e o numero de astrécitos p-Gal positivos foi analisado {J).
*p<0,001 {em comparagdao ao controle). Glutamato, neurdnios e
TGF-31 aumentam o namero de astrocitos (-Gal positivos. Este
efeito é inibido na presenca de «-TGF1 ou MCPG, com uma
excecao: o MCPG nao inibiu a ativacao do gene de GFAP induzida
por TGF-31. Barra: 100um.




Como observado da Figura 16A e C, astrocitos na situagao controle possuem uma

marcacao para Smad 4 predominantemente citoplasmatica. O tratamento com TGF-
B1 (Figura 16B e D) ou glutamato (Figura 16E) por 24 horas induz a translocagao
nuclear de Smad 4, mostrando que o glutamato ativa a via TGF-f1/Smad em
astrécitos corticais. Além disso, adigdo de MCPG, antagonista do receptor de
glutamato, impede a translocagao de Smad 4 induzida por este (Figura 16F). Juntos,
estes dados mostram o papel do TGF-f1 como um mediador do efeito de

neurénios/glutamato na maturagéo astrocitaria.

4.8. Ativagao do promotor do gene de GFAP envolve as vias de MAPK/PI3K

A secrecdo de TGF-B1 por astrocitos € induzida por glutamato através da
ativacdo de receptores mGlu pelas vias MAPK/PI3K (D’Onofrio et al., 2001). Desta
forma, investigamos as vias de sinalizagdo envolvidas na ativagdo do gene de GFAP
utilizando inibidores de MAP e PI3K. Astrécitos corticais de animais transgénicos
foram cultivados sozinhos ou com 100uM de glutamato, neurdnios, meio
condicionado (MC) de co-culturas ou 10ng/mL de TGF-1, na presenga ou auséncia
de 50uM de PD98059 (inibidor de MAPK) ou 5uM de LY294002 (inibidor de PI3K) ou
ambos. Como mostrado na Figura 17, neurdnios, MC, glutamato e TGF-p1
aumentam o numero de astrécitos positivos para p-Gal. A adigdo dos inibidores de
MAPK e PI3K evita este aumento em todas as condi¢cdes estudadas (Figura 17).
Este dado é consistente com o dado prévio de que a indugado da sintese e secrecao
de TGF-B1 por glutamato envolve as vias MAPK/PI3K (D’Onofrio et al., 2001).
Adicao destes inibidores ndao tem efeito na viabilidade das células, percebido pela

integridade e numero de células.



Figura 16 — Ativagdao da via de TGF{31 por glutamato. Astrécitos do
cortex cerebral de camundongos recém-natos foram cultivados sozinhos
(A e C) ou na presenca de 10ngiml de TGF{31 (B e D), 100uM de
glutamato {(E} ou glutamato com 500uM de MCPG (antagonista de
mGIluR2/3) (F). Apos 24 horas, a imunomarcacao para Smad 4 revelou
uma localizagéo citoplasmatica no controle (A e C) e uma disposicéo
nuclear apés o tratamento com TGF-p1 (B e D) ou glutamato (E). Adigcao
de MCPG impede a translocacdo nuclear de Smad 4 induzida por
glutamato (F). As marcacdes em azul de A e B e as imagens inseridas (C-
F) mostram a marcacao nuclear por DAPI. Barras: 20um (A) e 30um (F)




Controle

PD+LY

0 Controle
i 350 1 m PD9805%
o % LY29002
g 300 b ; mPD+LY
G 50
'E ? l * *
< _ 100 -
o © O
o @ 50 -
- [=]
o 00 { —
5 & |
£ 80| |
=] :
Z 0 11

Controle @Glutamato Meurdnio MC TGF-p1

Figura 17 — Ativagéao do gene de GFAP por glutamato ou TGF 1
é mediada pelas vias de MAPK/PI3K. Astrocitos do cortex cerebral
de camundongos transgénicos neonatos foram cultivados sozinhos
{A-B), na presenga de 100pM de glutamato (C-D), neurénios, meio
condicionado {MC}, ou 10ng/ml de TGF31 (E-F); na presenca (B, D
e F) ou auséncia (A, C e E) de PD98059 (50pM) + LY294002 (5uM).
A atividade da p-Gal foi revelada (marcacdo azul) antes da
imunocitoquimica para GFAP (marcagado cinza). Apds as 24 horas
em cultura, o numero de células positivas para p-Gal foi quantificada
{G). "'p<0,001 (em comparagédo ao controle). Glutamato, neurdnios,
MC e TGF-$1 aumentam o nimero de astrocitos positivos para [3-
Gal. Adicao dos inibidores de MAPK e PI3K impede a ativagao do
gene de GFAP por glutamato, neurénios {ou o MC) e TGF-p1. Barra:

50pm.




O promotor do gene de GFAP nao foi ativado por TGF-B1 na presenca destes
inibidores, sugerindo a participagdo de MAPK/PI3K também na acgédo deste fator.
Uma vez que foi mostrado que estas vias modulam a via de Smad (Derynck &
Zhang, 2003; Dziembowska et al., 2007), nds investigamos se o efeito observado foi
devido a um bloqueio secundario da via canbnica (Smad) por estes inibidores. Nos
analisamos os niveis de fosforilagdo de Smad 2 (P-Smad 2) por Western blot. O
tratamento de astrocitos com 10ng/mL de TGF-B1 aumenta 2,8 vezes os niveis de P-
Smad 2. Este aumento se manteve na presenga de 50uM de PD98059 (inibidor de
MAPK/ErK) ou 5uM de LY294002 (inibidor de PI3K) (Figura 18A e B). Na auséncia
de TGF-B1, as vias MAPK/PI3K nao alteram os niveis de P-Smad 2. Consistente
com os dados do Western blot, o tratamento dos astrécitos com estes inibidores ndo
bloqueou a translocag¢ao nuclear de Smad (Figura 18C-F), sugerindo que as vias de
MAPK/PI3K ndo modulam a fosforilagdo de Smad 2 induzida por TGF-31.

Estes dados revelam que a indugdo do gene de GFAP por glutamato/ TGF-$1
envolve as vias de MAPK/PI3K e que é possivel que a via de Smad ndo esteja

envolvida.

4.9. O gene de GFAP é diferentemente modulado em regides distintas do
encéfalo

Uma vez que mostramos anteriormente que a ativagdo do gene de GFAP por
TGF-p1 é modulada diferentemente em regides distintas do SNC (Sousa et al.,
2004), nos perguntamos se haveria uma diferente modulagao deste promotor pelo

glutamato em diferentes regides do encéfalo.
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Figura 18 - A fosforilacao de Smad2 é independente das vias de
MAPK/PI3K em astrocitos. Astrocitos corticais de camundongos foram
cultivados sozinhos {Controle} ou na presenca de 10ng/ml de TGF-p1; 50uM
de PD98059 + 5uM de LY294002 (PD + LY); ou simultaneamente na presenca
de ambos os inibidores + TGF1 (PD + LY + TGF1) por 30 minutos.
Westem biot representativo (A) e analise da densidacde éptica (B) mostrando a
fosforilagdao de Smad 2 (P-Smad 2). O nivel de «-Tubulina foi utilizado como
controle de carregamento. A inibi¢cdo da via ndo-candnica de TGF-31, vias de
MAPK/PI3K, ndo blogueia a fosforilacdo de Smad 2 em resposta ao TGF-31.
*p<0,05 (em comparacao ao controle). A imunomarcacao para Smad 4 (C-F)
revela uma localizacéo citoplasmatica no controle (C) e distribuicdo nuclear
com TGF-$1 (D). A adicdo de PD + LY nao afeta a translocacdo de Smad4 (E-
F). Barra: 100um.




Para responder a esta questdo, astrécitos de coértex cerebral, cerebelo e
mesencéfalo de camundongos transgénicos recém-natos foram cultivados sozinhos
ou na presenga de 100uM de glutamato ou 10ng/mL de TGF-B1 por 24 horas.
Glutamato e TGF-f1, que aumentam o numero de astrécitos positivos para p-Gal
em cortex cerebral, como ja previamente descrito, ndo tiveram nenhum efeito sobre
astrécitos cerebelares, e somente o glutamato teve efeito sobre os astrocitos
mesencefalicos (75% de aumento de astrécitos positivos para -Gal) (Figura 19).
Estes resultados demonstram que o gene de GFAP ¢é, também, diferentemente

modulado pelo glutamato em diferentes regides encefalicas.
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Figura 19 — Genes de GFAP de regides encefalicas distintas sao
diferentemente modulados por glutamato. Astrocitos de cértex
cerebral, cerebelo e mesencéfalo de camundongos transgénicos
neonatos foram cultivados sozinhos {controle), na presenca de 100pM
de glutamato ou 10ng/ml de TGF-31 por 24 horas. Apds a deteccéo da
atividade de [3-Gal, as células marcadas foram quantificadas. *p<0,05;
**p<0,01 {(em comparacao ao controle). Glutamato e TGF31 afetam de
forma diferente as subpopula¢gbes astrocitarias. Ambos ativam o gene
de GFAP no cortex cerebral, nenhum deles possui efeito no cerebelo e
somente o glutamato age no mesencéfalo.




5. DiscussAo

Nosso grupo tem contribuido para o melhor entendimento das interacdes
celulares durante o desenvolvimento do SNC mostrando o papel de neurbénios na
diferenciagao astrocitaria. Demonstramos que neurdnios corticais induzem a
secrecdo de TGF-B1 por astrdcitos, resultando na ativagdo do promotor de GFAP
(de Sampaio e Spohr et al., 2002). Minha dissertagdo de mestrado investigou este
evento em outras regides do SNC e em diferentes idades no coértex cerebral. Nos
relatamos que a influéncia neuronal na diferenciag&o astrocitaria, no que diz respeito
a expressao de GFAP, é regionalmente modulada, sugerindo que os mecanismos de
ativagdo do gene de GFAP e a diferenciagédo astrocitaria diferem ao longo do SNC
(Sousa et al., 2004).

Esta tese apresenta uma complementacdo a este trabalho que vem sendo
desenvolvido em nosso laboratério desde o final da década de 90, trazendo maior
riqueza e compreensdo aos mecanismos envolvendo o desenvolvimento do cortex
cerebral, como a especificacdo de um tipo celular considerado como “as
progenitoras do SNC”, as células da GR e, posteriormente, na maturagdo dos
astrdcitos, tdo importantes para o funcionamento adequado do SNC.

Mostramos aqui, a participagdo do neurotransmissor glutamato em etapas do
desenvolvimento do cortex cerebral. Inicialmente, demonstramos que glutamato e o
co-agonista de NMDARs, D-serina, influenciam o feno6tipo de GR em culturas de
progenitores (culturas enriquecidas em GR e neuroesferas). A adicdo de glutamato e
D-serina em culturas de cértex cerebral embrionario induzem os progenitores a
assumirem uma morfologia radializada e aumentam o numero de células positivas

para BLBP. Em neuroesferas, glutamato e D-serina aumentam a expresséo e os



niveis de BLBP. Estes dados sugerem a participagdo destes neuromoduladores na
especificacdo e manutencdo da GR no embrido num periodo em que estas células
sdo importantes para a migragao e formagao do cortex cerebral.

Posteriormente, mostramos a participacdo do glutamato, agora através dos
receptores metabotropicos do grupo Il, na maturagdo astrocitaria. Utilizamos um
modelo de interacdo neurbnio-glia com cultura de astrocitos derivados de
camundongos transgénicos recém-natos. Esses animais contém o gene da enzima
bacteriana p-Galactosidase sob a regulagao de parte do promotor do gene de GFAP.
Nessas condigbes, a grande maioria das células expressa GFAP embora apenas
uma subpopulacédo expresse B-Gal. O fato de encontrarmos células positivas para
GFAP e negativas para -Gal deve-se provavelmente ao fato de que as culturas sao
formadas por células heterogéneas. E possivel que as células positivas para GFAP e
negativas para -Gal requeiram o promotor de GFAP integro para a transcrigcdo do
gene repoérter. Como ja foi mencionado, o camundongo com o qual trabalhamos
possui somente parte do promotor de GFAP regulando o gene da enzima bacteriana
B-Galactosidase (Galou et al., 1994). E importante ressaltar que ndo observamos em
nossas culturas, células positivas para B-Gal e negativas para GFAP reiterando a
especificidade astrocitaria do transgene. Demonstramos que o glutamato ativa o
promotor de gene de GFAP em astrdcitos do cértex cerebral através da secrecéo de
TGF-B1 pelos préprios astrocitos, com a participagao das vias de MAPK/PI3K. Além
disso, a ativagao direta do gene de GFAP induzida por TGF-1 envolve as vias nao-
candnicas de MAPK/PI3K e possivelmente a via canbnica de Smad. Este evento é
especifico de certas regides, uma vez que a modulagcdo do gene de GFAP por
gutamato ocorre de forma diferente em regides encefalicas distintas, confirmando a

heterogeneidade glial, j& mostrada em minha dissertagado de mestrado.



PARTE 1: PAPEL DO GLUTAMATO E DA D-SERINA NA ESPECIFICAGAO DAS CELULAS DE GR
NO CORTEX CEREBRAL

O modelo sinaptico onde ocorre a transmissdo da informacdo entre dois
neurdnios, através dos neurotransmissores liberados do terminal pré-sinaptico, vem
sendo revisado em razdo dos recentes achados envolvendo o papel das células
gliais como terceiro elemento das sinapses quimicas (Volterra & Meldolesi, 2005;
Haydon & Carmignoto, 2006). De acordo com este novo modelo, as células gliais
percebem a atividade sinaptica através de uma ampla variedade de receptores
presentes na sua superficie (Porter & McCarthy, 1997; Verkhratsky & Steinhauser,
2000). A ativagao sinaptica das células gliais dispara vias intracelulares de segundo
mensageiros, incluindo aumento de Ca?* (Araque et al., 2002; Perea & Araque,
2005). A ativacao destas vias induz a liberagdo de substancias ativas denominadas
gliotransmissores, em analogia aos neurotransmissores, mediando a sinalizagao
astrécito-neurdnio (Volterra & Meldolesi, 2005).

Um gliotransmissor que possui um importante papel no SNC é a D-serina
(Martineau et al., 2006; Miller, 2004; Mustafa et al., 2004). O papel modulatério da D-
serina nos receptores NMDA ocorre mesmo antes do estabelecimento dos contatos
sinapticos (para revisao vide Oliet & Mothet, 2008).

A localizagdo da D-serina no encéfalo é heterogénea com altas
concentragdes no telencéfalo e cerebelo em desenvolvimento (Hashimoto et al.,
1995). Analise detalhada da marcagao para D-serina mostra que esta esta presente
em astrécitos em envolvem as sinapses (Schell et al., 1997). No cerebelo em
desenvolvimento, D-serina esta localizada na glia de Bergmann, mas os niveis vao
diminuindo até a fase adulta (Schell et al., 1997). Além das células de origem

astrocitaria, D-serina esta presente em microglia e em células de Schwann (Williams



et al., 2006; Wu et al., 2004a, b). Contudo, a D-serina nao esta confinada a glia, mas
tem sido observada em neurdnios do cortex cerebral, do tronco encefalico e do
bulbo olfatério (Kartvelishvily et al., 2006; Williams et al., 2006; Yasuda et al., 2001).

A producdo da D-serina, resulta da atividade da Serina Racemase (SR),
enzima que converte L-serina em D-serina (Mustafa et al., 2004). A distribuicdo da
SR é parecida com a da D-serina. Niveis elevados desta enzima s&o encontrados
no hipocampo e corpo caloso, € em menor quantidade, na amigdala, nucleo
subtalamico e talamo (De Miranda et al., 2000; Wolosker et al., 1999b; Xia et al.,
2004). Assim como a D-serina, a SR esta presente em astrocitos, mas evidéncias
recentes sugerem que os neurdnios sao fontes de serina no encéfalo (Kartvelishvily
et al., 2006; Williams et al., 2006).

Nesta tese, mostramos a presenca de SR em células de GR em cultura,
assim como suas expressbes em células progenitoras cultivadas como
neuroesferas. Esta enzima ja foi mostrada em um tipo de GR na retina, a glia de
Muller (Stevens et al.,, 2003). Além disso, a presengca de D-serina na glia de
Bergmann no cerebelo durante o periodo migratério (Schell et al., 1997), periodo em
que estas células tém a mesma funcdo da GR no cortex cerebral, o de orientar a
migragao neuronal, indica a presenga da enzima SR também na glia de Bergmann.
Estes trabalhos suportam os nossos dados que indicam que a SR é expressa pela
GR no cortex cerebral. Experimentos futuros de cromatografia liquida de alta
resolucdo (HPLC) deverdo analisar a funcionalidade desta enzima através da
deteccdo de D-serina no meio condicionado (MC) pelas neuroesferas, apos o
tratamento com L-serina. Como as culturas enriquecidas em GR n&o sao puras,

contendo neurbnios, e estes expressam SR, este experimento ndo pbéde ser



realizado nestas culturas, pois isto nos impossibilitaria afirmar que a D-serina
presente no MC da cultura é proveniente da GR, e nao de outro tipo celular.

Os NMDARs estao relacionados com a proliferacédo de progenitores neurais.
Experimentos in vitro mostram que estes receptores induzem a proliferacdo em
neuroesferas humanas e murinas (Mochizuki et al., 2007; Suzuki et al., 2006) e em
culturas de células progenitoras do striatum (Luk et al., 2003). Estes dados mostram
que o NMDAR ¢é importante para manutengao de um grupo de progenitores, uma vez
que aumenta a proliferagao. Entretanto, em nosso modelo experimental, a adicao de
glutamato e D-serina ndo alterou a proliferacdo dos precursores. Como tem sido
proposto que existem diferentes tipos de progenitores no SNC (como as células
neuroepiteliais, os progenitores basais, as células da GR; para revisdo veja
Malatesta et al., 2008), imaginamos se a modulagao da proliferagdo nao ocorra em
um grupo especifico de progenitores, e que em cultura este grupo esteja reduzido a

ponto de n&o percebermos uma alteragao significativa apds o tratamento.

Na presente tese, mostramos pela primeira vez o papel de glutamato e D-
serina na especificagao das células de GR.

O fato das subunidades do NMDAR serem expressas no cortex cerebral no
periodo embrionario (Sun et al.,, 1998; Takai et al., 2003; Watanabe et al., 1993),
fase em que as células de GR tém sido identificadas como progenitoras nesta
regido, sugere que elas podem ser alvo destes aminoacidos que ativam os
NMDARSs.

Mostramos que o glutamato e a D-serina induzem a expressao de BLBP em
cultura mista do cértex cerebral de camundongos embrionarios e em cultura de

progenitores sob a forma de neuroesferas. Além disso, mostramos que, em cultura,



estes transmissores induzem a radializacdo dos progenitores positivos para nestina.
Este dado é consistente com os resultados de Suzuki e colaboradores (2006) que
mostraram que o glutamato aumenta o numero de células alongadas apds a
dissociagao de neuroesferas derivadas de cortex fetal humano. Um grupo mostrou a
participacdo de Notch na radializagdo das células de GR (Gaiano et al., 2000;
Gaiano & Fishell, 2002). Posteriormente, Anthony e colaboradores (2005)
identificaram no gene de BLBP, um sitio de ligagdo de CBF1, um membro da via de
Notch. Além disso, os niveis de BLBP sao significantemente reduzidos na auséncia
dos receptores de Notch, mostrando o papel desta molécula indutora da radializacao
na expressao de BLBP (Anthony et al., 2005). Estes dados mostram uma relagao
entre a radializagao e a expressao de BLBP, assim como mostramos que glutamato
e D-serina induzem ambos, radializagao dos progenitores e expressao de BLBP.

A radializagao dos progenitores é importante durante o processo de formagéao
do SNC. No inicio do desenvolvimento, o SNC consiste do tubo neural, que é
composto basicamente pelas células neuroepiteliais que formam uma camada
pseudoestratificada. Durante esses estagios iniciais do desenvolvimento neural, as
células dividem rapidamente. Os primeiros neurbnios aparecem e comegam um
processo migratorio que é facilitado pela fina camada de células, sendo suficiente a
translocagao do corpo celular. Com o espessamento do tecido nervoso, os neurdnios
utiizam as fibras das células de GR como guias para orienta-los no percurso
(Ghashghaei et al., 2007). Sem os prolongamentos radiais, a migragao neuronal e,
consequentemente, a laminagdo do cértex cerebral e de outras regides, fica
prejudicada. Sabemos que a GR origina neurénios e glia apds o periodo migratdrio.
Existe a hipotese de que haja um balango entre moléculas que induziriam a

diferenciagcdo e outras que participariam na manutencdo da GR. No inicio do



desenvolvimento, diversas moléculas possuem o importante papel de manter as
células de GR indiferenciadas, como Notch, Neurregulina1, Wnt e meteorina (Ever &
Gaiano, 2005; Gaiano et al., 2000; Ghashghaei et al., 2008; Nishino et al., 2004;
Schmid et al., 2003; Zhou et al., 2004). Por outro lado, mais tarde no
desenvolvimento, a ativagédo da via Jak-STAT por alguns fatores (Barnabé-Heider et
al., 2005; Bonni et al., 1997) e da via de Smad por TGF-B (Stipursky & Gomes,
2007), promovem a especificacdo glial. Embora estes eventos paregam ocorrer
separadamente, € proposta a idéia de que todas estas vias interajam em um dado
momento chave do desenvolvimento do SNC, promovendo uma troca das fases
progenitora-neuronal-glial. O balango destas vias, fatores de transcrigdo, assim
como mecanismos genéticos, controlam o tempo de neurogénese e gliogénese (para
revisdo veja Miller & Gauthier, 2007). Desta forma, este trabalho vem somar a este
tdo rico e interessante modelo, moléculas que tém ganhado cada vez mais
importancia no mundo na neurociéncia, os neuro e gliotransmissores. Sugerimos
aqui, a participagao do glutamato e da D-serina na manutengao da GR neste periodo
critico, onde os neurdnios precisam destas células para atingir seu local adequado a

formagao dos circuitos (Figura 20).
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Figura 20 — Participagao de glutamato e D-serina ha transi¢ao das células
neuroepiteliais para GR. A GR, formada a partir das células neuroepiteliais,
podem originar inicialmente neurbnios e, mais tardiamente, células gliais. A
transicao das células NE para GR parece ser modulada pela ativacdo dos
receptores NMDA por glutamato e D-serina (modificado de Hall et al., 2003).




Durante o processo migratério, neurbnios imaturos sao influenciados por
fatores extrinsecos, secretados pela GR, que modulam sua jornada. Entre estes
fatores, tem sido mostrado o papel dos transmissores. Mais notadamente o
glutamato, agindo nos receptores NMDA, tem um efeito modulatério positivo nos
neuroblastos migratérios (Komuro & Racik, 1993; Yacubova & Komuro, 2003). A
participacdo dos receptores NMDA na migracdo radial das células granulares
imaturas no cerebelo em desenvolvimento, através das fibras da glia de Bergmann,
ja esta bem caracterizado. O bloqueio dos receptores NMDA presentes nas células
granulares diminui a taxa de migracédo. Adicionalmente, o movimento das células
granulares € aumentado pela remogao de M92+ ou pela aplicagédo de NMDA ou o co-
agonista glicina (Yacubova & Komuro, 2003). Como os neurdnios migratorios ainda
nao formam sinapses antes de completar o percurso até a camada granular interna,
foi proposta a hipotese que o glutamato liberado pela glia de Bergmann ativa
receptores NMDA imaturos de forma paracrina, e nao-sinaptica (Yacubova &
Komuro, 2003). Como o pico dos niveis de D-serina ocorre ao mesmo tempo do pico
de migracédo das células granulares (Shell et al., 1997) e devido a indispensavel
presenca do co-agonista para a ativagdo dos receptores NMDA, foi pensado se a D-
serina nao estaria envolvida neste processo.

Kim e colaboradores (2005) mostraram que a D-serina, liberada pela glia de
Bergmann, promove a migragcdo das células granulares através da ativagdo dos
receptores NMDA.

No cérebro, ndo existem dados relacionando diretamente a D-serina com a
migracao neuronal. Pode-se sugerir a participagdo da mesma devido aos estudos
com NMDAR. Inicialmente, dois grupos que relacionaram NMDAR com a migragao

no cortex cerebral, utilizando animais com uma mutacdo nestes receptores,



observaram a manutencdo da estrutura do cortex, sugerindo que a migragao
neuronal ocorra sem maiores alteragdes (Kutsuwada et ak., 1996, Messersmith et
al., 1997). Entretanto, um estudo em hamsters recém-natos, revelou um possivel
papel inibitorio dos NMDARs, uma vez que a estimulacdo de NMDAR perturba a
migragao neuronal (Marret et al., 1996). Contudo, os trabalhos mais recentes tém
concordado que os NMDARs modulem positivamente a migragao no cértex cerebral.
Hirai e colaboradores (1999) relataram que em ratos embrionarios, o bloqueio de
NMDAR inibe a migragao neuronal. No mesmo ano, Behar e colaboradores (1999)
mostraram a presenca de glutamato no coértex embrionario de camundongos e
sugeriram que este neurotransmissor seja um fator quiomioatrator para neurénios
migratorios, sinalizando através dos NMDARs. Em 2005, foi mais uma vez mostrado
qgue os NMDARs induzem a migragao no cortex cerebral (Reiprich et al., 2005).
Embora ndo tenhamos observado diferenga significativa na migragdo quando
adicionamos glutamato e/ou D-serina, ndo podemos descartar a influéncia destes
transmissores nesta etapa do desenvolvimento do cortex cerebral. Uma forte
possibilidade € que a técnica utilizada ndo seja adequada para esta andlise nesta
regido encefadlica. Observamos um baixo rendimento na migragdo. As células
migram em um raio de apenas 100um, mesmo no controle. Este dado contrasta com
os explantes de cerebelo, onde muitas células saem do explante e migram cerca de
400um, sem nenhum tratamento especifico (Eller et al., dados ndo publicados).
Desta forma, ndo podemos excluir a possibilidade da modulagdo da migragédo por
NMDAR. Além disso, nosso trabalho sugere que o glutamato e a D-serina ajam
induzindo a migragao no cortex cerebral, assim como no cerebelo, devido a indugao
da radializagdo dos progenitores neurais em cultura e da expressao de BLBP, um

marcador de GR.



PARTE 2: PAPEL DO GLUTAMATO NA MATURAGAO ASTROCITARIA ATRAVES DA VIAS DE
TGF-$1

Nés demonstramos pela primeira vez o papel do glutamato na ativagdo do
promotor do gene de GFAP através da indugédo da via de sinalizagdo de TGF-B1.
Este trabalho fornece uma forte evidéncia que os astrécitos associados as sinapses,
além de controlar a funcao sinaptica, sdo alvos da atividade neuronal.

Nesta tese, mostramos que os neurbnios ativam o promotor do gene de
GFAP e induzem a maturacdo astrocitaria através do TGF-B1, inicialmente, pela
ativagao dos receptores metabotropicos do grupo Il (mGIluR2/3). Nossos resultados
sdo consistentes com os dados prévios que 1) a ativagdo de mGIuR2/3 em astrocitos
leva ao aumento da produgao e liberagdo de TGF-B1 em astréocitos (Bruno et al.,
1998; Corti et al., 2007); 2) os neurotransmissores podem modular a morfologia
astrocitaria e a expressao de GFAP (Matsutani & Yamamoto, 1997; Runquist &
Alonso, 2003); e 3) a ativagcdo de mGIuR2/3 em culturas de células-tronco induz o
aparecimento de células marcadas para GFAP (Ciceroni et al., 2006).

O fato dos receptores metabotrépicos (mGIuR2/3) serem expressos no
encéfalo ao nascimento (periodo de pronunciada astrogliogénese) (Catania et al.,
1994) suporta a hipétese de que glutamato/TGF-f1 sejam importantes para a
maturagao astrocitaria.

Esta interrelacdo GFAP-glutamato pode ser observada, embora de outra
maneira, em artigos que correlacionam a importancia do GFAP para os
transportadores de glutamato. Sullivan e colaboradores (2007) demonstraram que a
expressdo de GFAP é essencial para ancorar o transportador de glutamato GLAST
na membrana plasmatica astrocitaria. Além disso, camundongos que ndo expressam

GFAP apresentam um clearance diminuido de glutamato (Hughes et al., 2004).



A sinalizagcdo de TGF-B1 é mediada principalmente por dois receptores
serina/treonina cinases, TGFRI e TGFRIIl, que ativam os fatores de transcricao
Smad 2/3 e Smad 4. A fosforilagdo e ativagdo destas proteinas € seguida pela
formagdo do complexo Smad 2/3 com Smad 4, que transloca para o nucleo
regulando as respostas de TGF-p (Shi & Massagué, 2003). N6s mostramos que o
glutamato induz a translocagao nuclear de Smad em astrécitos corticais. Adicao de
inibidores especificos das vias de MAPK/PI3K evita a ativagdo do gene de GFAP e a
translocacado nuclear de Smad induzidas pelo TGF-f1, o que corrobora o dado
prévio de que a sintese e secrecdo de TGF-f1 em resposta a ativacdo dos
MGIuR2/3 sdo mediadas pelas vias de MAPK/PI3K (Corti et al., 2007; D’Onofrio et
al., 2001). Do mesmo modo, estes inibidores impediram a agao do TGF-p1,
mostrando que estas vias nao-canénicas estdo envolvidas na ativacido do promotor
do gene de GFAP. O fato da administragdo dos inibidores sozinhos ser suficiente
para abolir o efeito de TGF-B1 e a adigdo concomitante ndo ter uma inibicao aditiva,
nos direciona a pensar que as vias MAPK e PI3K sao convergentes e néao
independentes (Figura 21).

Como nosso grupo mostrou previamente que o TGF-B1 induz a ativagdo da
via de Smad em GR e em astrécitos (Stipursky & Gomes, 2007), imaginamos se a
ativacdo do gene de GFAP n&o seria modulada por uma interagdo entre as vias de
Smad e MAPK/PI3K (Derynck & Zhang, 2003). Estas vias tém sido relacionadas em
células de glioblastoma humano, onde a inibicdo de p38, uma MAPK, diminui a
fosforilagdo de Smad 2 (Dziembowska et al., 2007). No entanto, nossos dados
mostram que em astrocitos, a inibicdo de MAPK/ErK1/2 e PI3K ndo altera a
fosforilagdo de Smad 2. Como a inibicdo da via ndo-candnica inibe completamente o

efeito do TGF-B1, podemos sugerir duas hipoteses: 1) a via canbdnica (Smad)



sozinha nao é suficiente para ativar o promotor do gene de GFAP ou 2) a via
candnica nao esta envolvida diretamente na ativagdo do promotor do gene de GFAP
em astrécitos (Figura 21).

Alguns autores tém sugerido que o efeito de Smad no promotor do gene de
GFAP seja resultado de uma cooperagao entre Smad e outras moléculas tais como
STAT (Li & Grumet, 2007; Nakashima et al., 1999). Contudo, o complexo Smad liga-
se a uma sequéncia no DNA que contem um dominio de no minimo quatro
nucleotideos, AGAC, também chamado de ‘CAGA’ box (Massagué, 2000). Este
dominio ainda nao foi identificado no promotor do gene de GFAP. Assim, ainda
torna-se necessario analisar se a via de Smad esta realmente participando na
ativacao deste promotor especifico. Para isso, seriam necessarios experimentos que
bloqueassem especificamente a via canbnica de TGF-1, como a utilizagdo de RNAI
(RNA interferéncia) para Smad 2/3, que impediria a expressdo de Smad 2/3,
parando a via de sinalizagdo. Ou até mesmo, a superexpressdao de um tipo

especifico de Smad que inibe a via canbnica, a Smad 7.
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Figura 21 — Participagao das vias de sinalizagao de glutamato e TGF$1
na ativacao do gene de GFAP. A maturagéo astrocitaria induzida pelo
glutamato € mediada pelos receptores metabotropicos do grupo I
{mGIuR2/3) e requer a producdo de TGF-1 pelos astrocitos. Através da
ativacéo das vias de MAPK/ PI3K, o glutamato aumenta a producédo e a
liberagdo de TGF-pB1 pelos astrocitos, que protege os neurdnios vizinhos da
toxicidade do glutamato (1). Adicionalmente, depois de ligar ao seu
receptor, TGFR (2), o TGF-31 ativa o gene de GFAP e induz a maturacao
astrocitaria através da via nao-candnica (3) de TGF-1, podendo ter a
participacéo da via canbnica de Smads (4).




Nés relatamos aqui que astrécitos de diferentes regides encefalicas
apresentam respostas distintas em relacdo ao glutamato. Nossos dados prévios
mostram que neurbnios corticais ndo ativam o promotor do gene de GFAP de
astrécitos transgénicos derivados do cerebelo e do mesencéfalo, embora eles
induzam a sintese de TGF-B1 por estas células (Sousa et al., 2004). O fato dos
astrocitos cerebelares ndo responderem ao glutamato, em relagdo a ativagado do
gene de GFAP, corrobora o papel do TGF-1 como mediador do glutamato uma vez
que ja haviamos mostrado que o TGF-B1 ndo modula a expressdo de GFAP nestas
células (Sousa et al.,, 2004). Contudo, embora o TGF-f1 ndo module o gene de
GFAP em astrocitos mesencefalicos, glutamato o faz. Isto pode ocorrer se o
glutamato estiver modulando a sintese de outros fatores no mesencéfalo e ndo do
TGF-B1 especificamente, como ocorre no cérebro.

Trabalhos anteriores fornecem evidéncias de que a sinalizag&o por glutamato
€ especifica para cada regido encefalica (Regan et al., 2007; Schluler et al., 2002).
Além disso, a expressao dos subtipos de receptores metabotropicos apresenta um
perfil regional e temporal distinto, o que pode contribuir para a diversidade da agao
glutamatérgica encontrada no encéfalo (Porter & McCarthy, 1997).

Diversos trabalhos ja tém mostrado que os astrécitos ndo sao um tipo celular
uniforme em todo sistema nervoso. Tem sido mostrado que subpopulacdes
astrocitarias distintas podem responder diferentemente a fatores externos e ainda,
astrocitos de regides diferentes podem influenciar distintamente o desenvolvimento
neuronal.

(1) Existem diferenga entre astrocitos de regides encefalicas e de medula

espinhal. Song e colaboradores (2002) mostraram que astrécitos hipocampais de



ratos adultos, mas nédo os derivados da medula, eram capazes de induzir a
neurogénese a partir de células-tronco adultas.

(2) In vitro, astrécitos de diferentes regides encefalicas respondem de maneira
diferente a FGF-5 e FGF-9. Ambos os fatores estdo envolvidos na regulacdo da
expressao de conexina 43 e consequentemente na modulacdo das comunicacdes
gap junction em astrécitos. FGF-9 induz uma diminuicdo na expressao de conexina
43 em astrocitos corticais, estriatais e mesencefalicos, todavia, FGF-5 tem acao
somente sobre os astrocitos do mesencéfalo (Reuss et al., 2000). O polipeptideo
ativador de adenilato ciclase pituitario (PACAP: pituitary adenylate cyclase-activating
polypetide), TGF-a e EGF estimulam a expressao de transportadores de glutamato
em astrocitos de corpo estriado e do cértex cerebral, mas n&o alteram a expressao
destes transportadores em astrocitos derivados do cerebelo, mesencéfalo e medula
espinhal (Schluter et al., 2002).

(3) Além das divergéncias entre as regides encefalicas, ha ainda diferencas
dentro de uma mesma regido. Neurbnios mesencefalicos plaqueados sobre uma
monocamada astrocitaria derivada da regido lateral do mesencéfalo embrionario
desenvolvem neuritos longos e ramificados. Enquanto que, os neurdnios plaqueados
sobre astrécitos derivados da regido medial mesencefalica, desenvolvem neuritos
curtos ou nenhum neurito (Garcia-Abreu et al., 1995). Dados sugerem que esta
diferenga no suporte do crescimento neuritico seja devida a expressao distinta de
glicosaminoglicanas por estas ceélulas, sendo a glia mesencefalica lateral mais
permissiva ao crescimento neuritico devido a maior expressao de condroitin sulfato
(Mendes et al., 2003). Corroborando a idéia de heterogeneidade astrocitaria dentro

de uma mesma regido encefalica, Matthias e colaboradores (2003) descreveram a



coexisténcia de tipos astrocitarios no hipocampo de camundongos com propriedades
morfoldgicas, moleculares e funcionais distintas.
Nossos dados contribuem fortemente para o conceito de heterogeneidade

astrocitaria ao longo do SNC.

Esta segunda parte da tese mostra que além da participagdo dos astrécitos
modulando as sinapses, estes podem também ser influenciados pela atividade
sinaptica. Além disso, mostra que o TGF- € um fator envolvido nesta comunicagao
dinédmica e bi-direcional entre neurbnio e glia. Em invertebrados, a familia TGF- tem
sido relacionada a formacgéo e estabilizagdo sinaptica (Packard et al., 2003). Os
dados apresentados nesta tese e publicados no primeiro semestre de 2008
apontaram para um interessante assunto ainda pouco explorado, a participacdo do
TGF-f1 no desenvolvimento de sinapses glutamatérgicas. Posteriormente a
publicagdo de nosso trabalho, Feng & Ko (2008) mostraram que este fator induz a
formagdo de sinapses colinérgicas na jungcdo neuromuscular. Desta forma, é
possivel que no SNC, o TGF-B1, secretado apds a ativacdo de receptores
glutamatérgicos, tenha uma importante papel para a formagao e estabilizacdo de

sinapses.



Apesar de nosso grupo estudar o papel do glutamato e do TGF-f1 no
desenvolvimento do SNC, estas moléculas tém sido relacionadas principalmente a
processos patologicos. A disfungdo de receptores e transportadores de glutamato
tem sido associada a desordens neurolégicas tais como ELA, Doencga de Alzheimer
e epilepsia (Oberheim et al., 2008; Seifert et al., 2006). Além disso, altos niveis de
TGF-p1 sdo observados em patologias onda ha disfuncdo do metabolismo de
glutamato (Tesseur & Wyss-Coray, 2006). Desta forma, nosso trabalho, ao estudar
os componentes celulares e moleculares envolvidos nas sinapses, pode contribuir
nao somente para compreensao da interagao neuro-glial durante o desenvolvimento,
mas também para o melhor entendimento dos processos que governam as
patologias do SNC e, assim, talvez criar novas estratégias de neuroprotegdo que
seriam de grande auxilio para o tratamento de patologias neurodegenerativas.

Ainda, nosso grupo comegou a investir no melhor entendimento dos
progenitores no sistema nervoso. Desde a descoberta das células-tronco no SNC
(McKay, 1997), diversos grupos tém buscado caracterizar estas células, uma vez
que a compreensdo dos mecanismos (proliferagcdo, morte e diferenciagao) que
envolvem as células-tronco neurais pode ser de grande utilidade em terapias
celulares para a recuperacéao de lesdes e, também, de doengas degenerativas.

Esta tese, somada a todo trabalho de nosso grupo ao longo destes anos,
fornece evidéncias para o melhor entendimento das interagbes neuro-gliais
mediadas por transmissores e pelo TGF-B1 nos processos de diferenciagdo das

células de GR e dos astrocitos.



6. CONCLUSOES

6.1. Progenitores neurais (células de Glia Radial e neuroesferas) expressam Serina
Racemase sugerindo que essas células sejam alvo e fonte de D-serina no cortex

cerebral;

6.2. Glutamato e D-serina induzem a expressao de BLBP em progenitores neurais
(cultura de Glia Radial e neuroesferas) e promovem a radializagdo dos progenitores

sugerindo que estas moléculas induzam o fenétipo de Glia Radial no cotex cerebral,

6.3. A migracdo neuronal em explantes de cortex cerebral ndo € modulada por

glutamato e D-serina;

6.4. Glutamato ativa o gene de GFAP em astrécitos do coértex cerebral através da
secrecdo de TGF-B1 pelos astrécitos, com a participacéo das vias de MAPK/PI3K,
mostrando a participacdo de neurotransmissores no desenvolvimento do cortex

cerebral;

6.5. A ativacdo do gene de GFAP em astrocitos corticais por TGF-B1 envolve as vias

nao-candnicas de MAPK/PI3K e possivelmente a via canbnica de Smad;

6.6. O gene de GFAP ¢ diferentemente modulado pelo glutamato em regides

encefalicas distintas, demonstrando a heterogeneidade glial.
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