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Resumo

A glia embainhante olfatéria (GEO) tem sido objeto de grande interesse em vista
de sua habilidade inerente de suportar o crescimento axonal, tanto no sistema nervoso
periférico quanto no sistema nervoso central, o que a torna um potencial agente para
terapias celulares neuroregenerativas. Embora varios estudos venham demonstrando
beneficios do transplante da GEO em modelos experimentais como os de lesdo na
medula espinal, alguns autores relatam uma regeneragdao limitada ou ausente,
acompanhada de uma falha pouco compreendida da migracdo da GEO. Por este motivo,
¢ de peculiar interesse o estudo das propriedades adesivas da GEO, para o melhor
entendimento das bases moleculares de sua migracao. No presente trabalho foi realizada
uma analise das proteinas de adesdo célula-matriz expressas pela GEO, in vitro, bem
como seus respectivos padroes de marcagdao e distribuicdo em microdominios de
membrana (rafts). Nossos resultados demonstraram que a GEO exibe padrdes definidos
das proteinas de adesao Pl-integrina, a-actinina, vinculina, talina e expressao da cinase
de adesdo focal (FAK). Além disso, as proteinas Pl-integrina e a o-actinina foram
predominantemente identificadas em fragcdoes de densidade correspondente as rafts da

membrana celular.
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Abstract

The olfactory ensheathing glia (OEG) has been subject of intense interest for its
inherent ability to cross the limits of peripheral and central nervous system and,
therefore, potential use for nervous system therapies. Although several studies reported
beneficial results following OEG transplantation into lesion models, such as spinal cord
injuries, other studies reported limited or absent regeneration accompanied by a poorly
understood failure in OEG migration. For this reason, it is particularly interesting to
study the properties of OEG’s adhesion and, thus, the basis of its migration. In the
present study we have carried out an analysis of cell-matrix proteins expressed by
OEGs, in vitro, as well as its labeling patterns and distribution in membrane
microdomains. Our results demonstrate that OEGs exhibit defined labeling patterns of
the adhesion proteins Pl-integrin, a-actinin, vinculin, talin and also express focal
adhesion kinase. Additionally, the proteins Bl-integrin and a-actinin where found in

OEG’s lipid rafts density fractions of the plasma membrane.
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1. Introducao

1.1. Mucosa olfatoria e bulbo olfatério

O sistema olfatorio dos vertebrados consiste da mucosa olfatéria e de varias
estruturas centrais dentre as quais esta o bulbo olfatério. A mucosa olfatéria € localizada
na cavidade nasal e ¢ formada por um neuroepitélio superficial, avascular e
pseudoestratificado, bem como por uma lamina prépria subjacente (Purves et al., 2001).

Basicamente trés tipos celulares formam o neuroepitélio de mamiferos: os
neurdnios receptores olfatorios, as células basais (horizontais e globosas) e as células
suporte, ou sustentaculares (Graziadei e Monti-Graziadei, 1978; Firestein, 2001; Carter
et al. 2004). As células globosas basais sdo neuroblastos capazes de dar origem aos
neurdnios olfatorios, cuja vida média ¢ de aproximadamente 30 dias em humanos
(Graziadei e Monti-Graziadei, 1978). As cé€lulas basais horizontais dao origem a células
neuronais, ndo neuronais ¢ progenitoras da mucosa olfatoria (Carter et al., 2004). As
células de suporte sdo células colunares ndo neuronais localizadas ao longo do
neuroepitélio e estdo envolvidas, juntamente com as glandulas de Bowman, na produgao
de secrecao mucosa (Getchell e Mellert, 1991 em Rodriguez et al., 2008), o que protege
os neurdnios receptores olfatorios e formam complexos juncionais com outras células
de suporte. Além disso, estas células contém enzimas capazes de catabolizar
componentes organicos possivelmente danosos que venham a entrar na cavidade nasal
(Purves et al., 2001).

A lamina propria ¢ uma camada de tecido conjuntivo fibroso subjacente ao
neuroepitélio olfatério. Nesta camada estdo presentes feixes de axonios olfatérios, vasos
sanguineos (Purves et al., 2001), feixes de nervos periféricos e células gliais
caracteristicas do sistema olfatério, denominadas glia embainhante olfatoria (GEO).

O bulbo olfatorio (BO) esta localizado na por¢cdo anterior do cranio de

mamiferos e consiste em seis camadas distintas (da por¢do interna para externa):



camada de células granulares, camada plexiforme interna, camada de células mitrais,
camada plexiforme externa, camada glomerular e camada de fibras olfatorias, onde a
GEO pode ser encontrada (Doucette, 1984; 1990). O BO ¢ caracterizado como uma
estrutura de aquisicdo permanente de axonios sensitivos primarios (Graziadei e Monti-
Graziadei, 1978), bem como de certas classes de interneurdnios (Alvarez-Builla e
Temple,1998). Neurdnios olfatérios primdrios estdo localizados no epitélio da cavidade
nasal e projetam seus axonios ao bulbo olfatdrio (sistema nervoso central- SNC), onde
fazem sinapses com dendritos de neurdnios mitrais, tufosos e periglomerulares (Hinds e
Hinds, 1976) (Figura 1).

Os neurdnios olfatérios primarios t€ém origem na camada mais profunda do
epitélio olfatorio (Weiler e Farbman, 1997). Apés serem gerados, migram apicalmente
através do epitélio olfatério e estendem um dendrito apical e um axdnio basal. Os
axonios formados permanecem amielinicos e formam agrupamentos (fila olfactoria)
que trafegam através da camada basal, tecido conjuntivo e placa cribiforme. Esses
axonios sdo capazes de navegar ao longo do nervo olfatorio, atravessar a pia-mater,
entrar no SNC, navegar pela camada de fibras olfatorias do BO e chegar aos
glomérulos, onde fazem sinapses com seus respectivos neurdnios alvo (Doucette, 1990).
Esta capacidade de neurdnios olfatérios recentes estenderem seus axonios ao BO
persiste mesmo ap6s a transec¢do da fila olfactoria ou administragdo intra-nasal de
certas drogas neurotoxicas. Nessas circunstancias, e de forma semelhante em individuos
normais, precursores neurais dao origem a neurdénios que projetam seus axonios pelo
SNC até seus alvos no BO (Deckner et al., 1997). Isto sugere diferengas entre 0 BO e o
restante do SNC adulto, no qual h4 falhas na regeneracdo axonal, que sdo
freqlientemente atribuidas a ativacdo de células inflamatorias, astrogliose reativa e a
produg¢do de moléculas tanto promotoras quanto inibitorias do crescimento axonal

(Fitch e Silver, 2008).



Além da presenca de oligodendrocitos, astrécitos e microglia o BO possui um
tipo especial de glia, a glia embainhante olfatéria (GEO). Este tipo de célula glial ¢
encontrado em camadas do BO por onde atravessam axoOnios olfatorios. Nestas
camadas, a GEO promove o embainhamento de axonios de neurdnios olfatorios,
organizando-os em fasciculos, desde sua saida da mucosa olfatdria até sua chegada ao

bulbo olfatério (Doucette, 1984).

Tato olfatirio lateral ———————

Figura 1- Representagdo do sistema olfatério primario de rato adulto. a, O
neuroepitélio olfatério ¢ formado basicamente por trés tipos celulares: neurdnios
receptores olfatorios, células de suporte e células basais. b, Neuronios do epitélio
olfatério projetam seus axonios aos glomérulos do bulbo olfatério (sistema nervoso
central), onde fazem sinapses principalmente com neurdnios mitrais. Os interneurdnios
periglomerulares e granulares participam do processamento do estimulo olfatdrio.

(adaptado de Firestein, 2001).



1.2. A glia embainhante olfatéria (GEQO)

Descoberta por um neurocientista espanhol, T. Blafies, a GEO ¢ uma célula glial
originada do epitélio do placddio olfatorio (Fitch e Silver, 2008). A GEO ¢ encontrada
na lamina prépria da mucosa olfatoria, no nervo olfatério e na camada de fibras
nervosas do bulbo olfatério e possivelmente na camada glomerular (Valverde, 1992),

sendo portanto a Unica glia conhecida com a capacidade de atravessar o limite entre

SNP e o SNC (Doucette, 1984; Au ¢ Roskams, 2003).

1.2.2. Padroes morfologicos e de expressao de marcadores da GEO

Ao longo dos anos, diversos trabalhos vém levantando questdes quanto as
propriedades da GEO in vitro e in vivo. Estas questdes relacionam-se ao fato desta
célula ser fenotipicamente similar tanto as células de Schwann quanto aos astrocitos. /n
vivo, a GEO apresenta caracteristicas similares as de astrécitos (Doucette, 1984; Devon
e Doucette, 1992; Barnett et al., 1993). Por sua vez, in vitro, a GEO compartilha
diversas caracteristicas com células de Schwann nao mielinizantes (Doucette, 1995).
Por exemplo, a GEO expressa o receptor para fator de crescimento neuronal de baixa
afinidade (p75-NGFR), que também ¢ expresso por células de Schwann. Além disso, a
GEO também ¢ capaz de expressar a proteina acida do filamento glial (GFAP) e a
proteina ligadora de célcio associada ao citoesqueleto S100, sendo as duas ultimas
expressas tanto por astrocitos quanto por células de Schwann (Au e Roskams, 2003).

Doucette (1984) sugeriu que células embainhando axoOnios densamente
agrupados talvez fossem astrdcitos imaturos, ou mesmo uma variante do astrocito
tipico. Contudo, foi também observado que tais células embainhantes estavam
continuamente em contato com os axonios olfatérios, enquanto os prolongamentos de
astrocitos nunca haviam sido observados embainhando tais ax6nios, mesmo na camada

glomerular.



A GEO ¢ capaz de apresentar diversos fenotipos tanto in vivo (Pixley, 1992)
quanto in vitro (Ramén-Cueto e Valverde, 1995). Inicialmente, Ramén-Cueto e Nieto-
Sampedro (1992) demonstraram, por imunocitoquimica, a presenga de quatro
morfologias distintas da GEO em culturas do BO de ratos adultos. Dois desses fendtipos
também estavam presentes em culturas derivadas do BO de embrides de rato (Doucette,
1990). Contudo, em um estudo seguinte, Ramon-Cueto e colaboradores (1993)
demonstraram que existiam apenas trés populacdes de GEO em culturas derivadas do
BO, uma vez que dois dos quatro fenodtipos observados correspondiam a uma mesma
populacdo de GEO. Resultados similares também foram observados em culturas da
mucosa olfatoria (Liu et al., 2005).

As trés populagdes de GEOs foram descritas como “Schwann cell-like OECs”,
ou GEOs similares a células de Schwann (com referéncia as células de Schwann nao
mielinizantes), “astrocyte-like OECs”, ou GEOs similares a astrocitos (com referéncia
aos astrocitos do tipo 1) e a terceira populacdo, nem sempre detectavel in vitro, como
“macrophage like cells”, ou células semelhantes a macrofagos (Doucette, 1990; Liu et
al., 2005). As GEOs semelhantes as células de Schwann sdo células bipolares
fusiformes e alongadas com uma fraca marca¢dao para GFAP, do tipo central (Barber e
Dahl, 1987), e uma intensa marcacdo para p75-NGFR (Ramoén-Cueto e Nieto-
Sampedro, 1992). Ja as GEOs similares a astrocitos sdo células aplanadas com diversos
prolongamentos, possuindo marcacdes intensas para E-NCAM e GFAP, também do tipo
central (Barber e Dahl, 1987), ao passo que virtualmente nenhuma marcagao para p75-
NGFR (Franklin e Barnett, 1997).

No nervo olfatério e na camada de fibras olfatérias além das proteinas ja
mencionadas, a GEO também pode expressar a CNPase, O4, PSA-NCAM e N-CAM
(Valverde et al., 1992; Barnett et al., 1993; Franceschini ¢ Barnett, 1996; Astic et al.,

1998; Santos-Silva e Cavalcante, 2001; Jahed, 2007). Este repertorio de expressdo, no



entanto, ¢ compartilhado por outras células neurais, o que dificulta a identificacdo da
GEO, em especial dentre astrocitos e células de Schwann. A questdo ¢ evidenciada na
possibilidade de contamina¢do de culturas da GEO bulbar por astrocitos e da GEO
periférica por células de Schwann presentes em nervos do tecido olfatorio periférico
(Doucette, 1984; Kawaja et al., 2009). Estudos recentes, portanto, vém buscando
potenciais biomarcadores para uma identificacdo mais precisa da GEO. Dentre estes
pode-se citar a a-actina de musculo liso (Jahed et al., 2007), bem como uma variedade
de proteinas associadas a actina, como calponina, caldesmona (isoforma leve),

tropomiosina e transgelina (Kawaja et al., 2009).

1.2.3. GEO e axoénios olfatorios

Os neuronios olfatérios primarios sdo continuamente repostos durante a vida
adulta (Graziadei e Monti-Graziadei, 1978; Deckner et al., 1997) o que requer a
existéncia no bulbo olfatério de um ambiente favoravel ao crescimento de axonios e a
reorganizacgdo persistente das conexdes sinapticas. Esta condi¢do ¢ dada provavelmente
pela capacidade da GEO de secretar fatores troficos como NGF, BDNF, GDNF,
moléculas de adesdo celular como L1 ¢ N-CAM e elementos de matriz extracelular
como laminina, fibronectina e colageno (Ramoén-Cueto e Valverde, 1995; Franceschini
e Barnett,1996; Ramon-Cueto ¢ Avila, 1998; Chuah et al., 2000; Chuah ¢ West, 2002).
Uma outra possibilidade ¢ que o embainhamento isole os axdnios olfatdrios em
crescimento, evitando seu contato com moléculas quimiorepelentes (Pasterkamp et al.,
1998).

J& referida como células de Schwann olfatérias (Chuah e Au, 1991), a GEO
envolve os axonios olfatorios ndo mielinizados de pequeno diametro (0,1- 0,7 pm) que
saem do epitélio olfatério, seguem através da lamina prdpria e cruzam a placa

cribiforme rumo a seus alvos no bulbo olfatério (Figura 2). Ao sairem de seus corpos



celulares no epitélio olfatdrio, estes axonios segregam-se em grupos especificos para
formar os fasciculos do nervo olfatério (Doucette, 1984), que sdo caracteristicamente
delimitados por uma camada de fibroblastos (Nedelec et al., 2005). Os fasciculos do
nervo olfatério juntos formam o nervo olfatorio (Doucette, 1984).

No interior de cada fasciculo olfatério estdo localizados multiplos feixes de
GEO, que variam em diametro de 2 a 20 um. A GEO ¢ uma célula aplanada do ponto de
vista ultraestrutural (Li et al., 2005), apresentando um citoplasma elétron-denso (Barnett
et al., 1993), filamentos dispersos (Doucette, 1984) e um grande nucleo ovoide
localizado proximo a superficie da célula (Doucette, 1995 e Boyd et al., 2005). Cada
GEO projeta finos prolongamentos que envolvem de centenas a milhares de
agrupamentos compactos de axonios olfatorios ndo mielinizados (Nedelec et al., 2005).
Esta célula glial se arranja estruturalmente de modo a formar tineis para prover um
ambiente favoravel ao crescimento e direcionamento dos axonios olfatérios. A GEO
facilita os axonios sensoriais olfatorios a atingirem o BO e a formar conexdes sinapticas
apropriadas com os dendritos de células mitrais, periglomerulares e tufosas, localizadas
na camada glomerular do BO (Valverde et al., 1992).

A medida que os axonios atingem o bulbo olfatério, estes comecam a
defascicular, perdendo seu envoltdrio de fibroblastos, formando feixes mais espessos de
GEO e finalmente criando a camada de fibras olfatérias na por¢do externa do BO
(Nedelec et al., 2005).

Em funcdo de seu envolvimento na promocao do crescimento e direcionamento
de axoOnios olfatorios através do limite entre SNP e SNC, a GEO tornou-se um valioso

alvo de estudos no ramo de terapias celulares neuroregenerativas (Doucette, 1995).
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Figura 2- GEO e axdnios olfatdrios. A glia embainhante olfatdria (células rosa escuro)
embainha os axonios olfatorios (nervos olfatérios) ao longo do caminho através da
lamina propria no sistema nervoso periférico. Axénios olfatérios e suas GEOs seguem
através da placa cribiforme até o sistema nervoso central envolvendo o BO para formar
a camada de fibras olfatérias. A camada de fibras olfatorias ¢ formada por uma camada
externa e interna, composta por grupos de axonios e pela GEO. Os axonios, em seguida
se estendem sem a aposi¢do da GEO até o glomérulo, fazendo sinapses com dendritos

de células alvo (adaptado de Vincent e colaboradores, 2005).



1.3. GEO e terapia celular

As propriedades intrinsecas da GEO tem sido aproveitadas em modelos
experimentais no tratamento de lesdes na medula espinal, na esperanca de se alcancar a
regeneragdo de axonios. O estudo de Ramoén-Cueto e Nieto-Sampedro (1994) foi o
primeiro a demonstrar os efeitos benéficos do implante de GEOs na medula espinal
lesionada. Este grupo implantou células da GEO bulbares na entrada da raiz dorsal de
animais adultos submetidos a transeccdo da medula espinhal. Nas trés semanas
seguintes ao implante, pode-se observar a regeneracdo de axonios do ganglio da raiz
dorsal na medula espinhal. A partir desta investigagdo pioneira, pesquisadores t€m
usado a GEO como uma estratégia terapéutica para favorecer a regeneragdo axonal em
diversos modelos de lesdes na medula espinhal. O implante de GEO tem sido também
utilizado experimentalmente em disturbios neurologicos, como o mal de Parkinson
(Agrawal et al., 2004; Dewar et al., 2007).

As pesquisas com o implante de GEO apresentam muitas vezes resultados
contraditérios entre si, possivelmente resultantes de diferengas metodologicas como a
origem da célula usada (do bulbo/ mucosa), o modelo de lesdo na medula (por
transec¢do, esmagamento ou irradiagdo por raio-x), o trato de axdnios e mesmo o
periodo de recuperagdo. O experimento de Lu e colaboradores (2006) onde GEOs da
mucosa olfatéria foram implantadas na medula espinhal submetida a transec¢do total,
resultou em uma recuperacdo funcional e em maior regeneragdo de axonios
serotoninérgicos. Um estudo similar, utilizando GEOs embrionarias do bulbo olfatério,
também resultou em recuperagdo funcional e recrescimento axonal através da regido
lesionada (Lopez-Vales et al., 2007). Outros resultados positivos foram também
demonstrados apds o implante de GEOs bulbares ou da mucosa, em diversos modelos
de lesdo medular ( Li et al., 1997; Plant et al., 2003; Chuah et al., 2004; Ramer et al.,

2004; Deumens et al., 2006).



Além de promover o crescimento axonal, estudos como o de Imaizumi e
colaboradores (1998) relataram que a GEO ¢ capaz de remielinizar axdnios lesionados.
Entretanto, essa remielinizagdo ndo ¢ sempre observada. O experimento de Li e
colaboradores (2008), por exemplo, constatou que o transplante de GEO no nervo
[optico lesionado resulta em regeneracdo, mas ndo em remielinizagdo dos axonios.

A despeito das investidas bem sucedidas, alguns estudos como o realizado por
Takami e colaboradores (2002) demonstraram uma falha na regeneragdo axonal apds o
implante de GEO bulbares na medula espinhal lesionada. Além disso, Lu e
colaboradores (2006) demonstraram que GEOs derivadas da mucosa falham em dar
suporte ao crescimento de axonios corticoespinhais apos transec¢do medular. A razio
do insucesso ndo ¢ conhecida e pode estar ligadas as condi¢des do local para onde as
células foram transplantadas, a forma como foi conduzido o transplante, bem como as
caracteristicas intrinsecas da propria célula. Um dado importante ressaltado pelos
autores foi que ndo se observou a migracao da GEO a partir do sitio de inje¢do. Situagdo
semelhante foi observada por Gudifio-Cabrera e colaboradores (2000), onde os autores
sugerem que a regeneracdo axonal seria possivel apenas se a direcdo da migracao
coincidisse com a direcdo do crescimento axonal. Entretanto, mais estudos abordando as
propriedades da motilidade da GEO, como ¢ o caso do processo de adesdo, sdo
necessarios para um melhor entendimento dos fatores envolvidos na migra¢do desta

célula.
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1.4. Adesao célula-matriz extracelular

O processo de migragdo, bem como os eventos de proliferagdo, diferenciagdo e
sobrevivéncia celular estdo diretamente ligados a adesdo da célula & matriz extracelular
(Thiery e Petit, 2000). Tanto a adesdo de uma célula ao substrato como a sua capacidade
migratéria, dependem de uma série de interacdes dindmicas entre receptores de
membrana plasmatica, proteinas de adesdo intracelulares e proteinas da matriz
extracelular (MEC) (Figura 3). A interagdo da célula com a matriz extracelular
desencadeia uma cascata de respostas essenciais para a regulacdo de suas fungdes e de
seu comportamento, além de fornecer a célula um ambiente fisico aonde ela ird se
desenvolver.

A MEC ¢ basicamente formada por dois tipos de macromoléculas: os
glicosaminoglicanos (GAGs), frequentemente encontrados em associagdo com
proteinas, formando proteoglicanos, e proteinas fibrosas como o colageno, a elastina, a
fibronectina e a laminina (Alberts et al., 2002). A fibronectina e a laminina possuem
particular importancia em eventos de adesdo da célula a MEC. Ambas as proteinas
possuem multiplos sitios de ligacdo capazes de promover uma associagdo entre o
coladgeno e outros componentes da MEC a proteinas de adesdo da familia das integrinas,
na membrana celular (Lodish et al., 2000).

As primeiras descri¢des de estruturas adesivas entre células crescidas em cultura
e a MEC foram feitas utilizando microscopia Optica de contraste interferencial (DIC) e
microscopia eletronica (Abercrombie et al., 1971; Abercrombie e Dunn, 1975; Izzard e
Lochner, 1976; Izzard e Lochner, 1980 - citados por Zamir e Geiger, 2001). Estes
trabalhos mostraram que as adesdes célula-MEC ocorrem em numerosas regides
especializadas e de pequeno didmetro (poucos micrometros) na por¢cado da membrana
celular em contato com o substrato, as quais foram denominadas contatos ou adesdes

focais (Zamir e Geiger, 2001).
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Figura 3 - Adesdo célula matriz extracelular (MEC) via integrina. Moléculas de
integrinas sdo capazes de se ligar a componentes especificos da matriz extracelular e a
proteinas de adesdo intracelulares, que por sua vez promovem a sua ancoragem e

regulacdo ao citoesqueleto de actomiosina (adaptado de Mitra et al., 2005).
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1.4.1. Proteinas de adesdo

As adesdes focais e suas variacdes (detalhadas adiante) sdo formadas pelas
chamadas proteinas de adesdo, as quais estdo envolvidas em complexas cadeias de
interagdes que culminam em diferentes eventos como a adesdo, migragao, diferenciacdo
celular e apoptose. Os componentes mais importantes destas adesdes sdo proteinas
transmembranares da familia das integrinas, que formam complexos com diversas
proteinas citoplasmadticas, como vinculina, a-actinina, talina, FAK e com a matriz
extracelular (Figura 3).

As integrinas sdo receptores heterodiméricos transmembranares de
aproximadamente 140 kDa compostos por uma subunidade a e outra  (Humphries et
al., 2006). As diferentes combinagdes de subunidades das integrinas conferem a
especificidade da proteina a substratos especificos. Além disso, sinalizagdes
intracelulares podem regular a afinidade dessas proteinas aos seus ligantes
(Calderwood, 2004). A associagdo do dominio extracelular de integrinas a componentes
especificos da MEC ¢ crucial para eventos como a defesa contra patdogenos, coagulagao
sanguinea, sobrevivéncia e migracao celular. Estes eventos desencadeiam-se da ligacao
da integrina através de sua cauda citoplasmatica com proteinas capazes de ativar
diversas vias de sinalizagdo, bem como promover sua ancoragem e regulacdo ao
citoesqueleto de actomiosina (Yamada et al., 2001; Evans e Calderwood, 2007).

A vinculina ¢ uma proteina de aproximadamente 117 kDa encontrada em
adesodes focais e jungdes aderentes. Esta proteina pode se ligar a proteinas de adesdo
como a talina, paxilina e a-actinina, promovendo o ancoramento de integrinas ao
citoesqueleto de actomiosina (Mierke et al., 2008). Experimentos com pingas Opticas
revelaram que o recrutamento de vinculina e talina as adesdes focais produz um répido
aumento na for¢a de adesdo ao substrato (Galbraith et al., 2002; Giannone et al., 2003).

Além disso, células knock-out para vinculina perdem for¢a de adesdo, o que resulta em
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uma redugdo de 50% da area de extensdes citoplasmaticas ¢ um aumento de 50% na
velocidade de migracdo (Goldmann et al., 1995; Ezzell et al. 1997). Em humanos,
doengas cardiacas como a cardiopatia dilatada foram associadas a mutacdes da isoforma
muscular meta-vinculina (Maeda et.al., 1997).

A a-actinina ¢ uma proteina homodimérica ligadora de actina presente em
adesodes focais (Jockusch et al., 1995). A forma ndo muscular desta proteina possui
aproximadamente 100 kDa. Além da capacidade de unir filamentos de F-actina, a a-
actinina também pode ligar estes filamentos a componentes da adesdo focal como a
vinculina, B1, B2 e B3 integrinas (Jockusch et al, 1995; Burridge e Chrzanowska-
Wodnicka, 1996). Experimentos com células submetidas a microinje¢des de a-actinina
mostraram que esta proteina se liga a cauda citoplasmatica da B integrina (Cattelino et
al., 1999). Entretanto esta ligacdo ndo ¢ suficiente para promover o recrutamento de F-
actina (Cattelino et al., 1999). A superexpressdo de a-actinina em fibroblasto leva as
regides de adesdo mais estaveis ao passo que bloqueio dos sitios de adesdo desta
proteina a integrina perturba a formagao de fibras de stress e sinalizagdes relacionadas a
tensao mecanica de fibroblastos e osteoclastos (Jockusch et al., 1995).

A talina ¢ uma proteina de aproximadamente 270 kDa que pode apresentar
forma monomérica ou dimérica (Molony et al., 1987). Esta proteina estd localizada em
regides de adesdo célula-matriz, podendo se ligar a actina, integrinas, FAK, vinculina,
bem como a fosfolipidios (Jockusch et al., 1995). A concentragdo de talinas ¢ um dos
processos iniciais na formacdo de adesdes focais e ¢ dependente da presenca de
integrinas, mas nao vinculina (Moulder et al., 1996). Sabe-se que a talina ¢ essencial
para a ativacdo de integrinas e para a fraca associacdo inicial destas proteinas a
filamentos de actina (Wegener et al., 2007). O bloqueio da acdo da talina por anticorpos
especificos ou bloqueio da traducdo ¢ capaz de perturbar a formagao de fibras de stress,

bem como inibir a adesdo, migracdo e a extensdo citoplasmatica de fibroblastos
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(Nuckolls et al., 1992).

A FAK ¢ uma proteina tirosina-cinase de aproximadamente 125 kDa que tem
importante papel em diversos eventos celulares, incluindo a adesdo e migragdo. Esta
proteina promove a migra¢do celular através de sua capacidade de integrar sinais
provenientes de integrinas e receptores de fatores de crescimento (Sieg et al., 2000). Em
resposta a estes sinais a FAK pode fosforilar diversas proteinas, bem como a si propria,
0 que cria sitios de ligagdo em sua estrutura para membros da familia Src de cinases
(Schaller et al., 1994). Esta liga¢do, em especial, ¢ importante para a plena ativagdo da
FAK, o que possibilita a fosforilagdo de diversas proteinas envolvidas na regulacdo da
motilidade celular, como a p130Cas (Tachibana et al., 1997) e paxilina (Bellis et al.,
1995) (Figura 3). Estudos recentes demonstraram que a FAK regula a formagdo de
lamelipodios e o turnover das adesdes focais em fibroblastos (Webb et al., 2004). Além
disso, a superexpressao desta proteina foi associada a tumores, como do colo do tutero e

pulmonares (Owens et al., 1995).

1.4.2. Morfologia e composicio das adesoes

A adesdo célula-MEC apresenta cinco subdivisdes: adesdo focal, adesdo fibrilar,
complexos focais, podossomos ¢ a adesao 3D. A adesdo focal ou contato focal compde-
se de estruturas planas e alongadas, frequentemente localizadas proximas a periferia das
células e que as ligam fortemente ao substrato. Entre as proteinas envolvidas estdo a
vinculina, a talina, a paxilina e a a-actinina (Thiery e Petit, 2000; Yamada et al., 2001).
A adesdo fibrilar, por sua vez, pode ser alongada ou pontual e seus componetentes
tipicos sdo a fibronectina extracelular, o receptor a5B1 integrina e a proteina
citoplasmatica tensina (Yamada et al., 2001). Outro tipo de adesdo celular sdo os
complexos focais, que sd3o compostos por pequenos pontos, presentes nas margens dos

lamelipddios. Sao precursores da adesao focal. Os podossomos sdo estruturas cilindricas
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pequenas que contém proteinas tipicas de contato focal, como a vinculina e paxilina,
bem como outras proprias desse tipo de adesdo, como a gelsolina (Yamada et al., 2001).
A adesdo 3D, por fim, foi a mais recentemente descrita e ¢ caracterizada pela presenca
de marcadores da adesdo focal, como a vinculina e paxilina, bem como da adesdo
fibrilar, como a a5B1 integrina (Cukierman et al., 2001). A adesdo 3D ¢ a presente em
tecidos in vivo, enquanto que as outras adesdes sdo as presentes em situacdes in vitro.
Ao longo da ultima década diversos trabalhos demonstraram que as regides de
adesdo célula-MEC s3o dinamicas, variando a morfologia do contato, bem como a
composicao de proteinas ali presentes. Esta variagdo corresponde a uma resposta celular
a um dado ambiente ou estimulo e representa um mecanismo capaz de modular as
forcas motrizes da célula. Neste principio, surgiu o termo “modelo de maturagdao” das
adesdes, no qual os cinco tipos de adesdo podem representar diferentes etapas do
processo adesivo. Segundo este modelo, forcas exercidas pelo citoesqueleto agrupam
integrinas em pequenos pontos da membrana, formando inicialmente complexos focais
e em seguida adesdes focais, ancorando feixes de actina e mediando uma forte adesdo
ao substrato (Geiger et al., 2001; Geiger e Bershadsky, 2001; Adams, 2002). A adesdo
focal serve como ponto de ancoramento a partir do qual as integrinas sdo translocadas
em dire¢do ao corpo celular (Pankov et al., 2000; Geiger et al., 2001), dando origem as
adesoes fibrilares. Em um exemplo in vitro, células de culturas bidimensionais capazes
de gerar MEC podem eventualmente ter de adaptar-se a uma arquitetura tridimensional,

o que seria marcado pelo surgimento das adesdes 3D.

1.4.3. A adesdo célula-matriz no sistema nervoso
No sistema nervoso central, integrinas contendo as subunidades Bl e av sdo
expressas em diversos tipos celulares, incluindo neuronios, glia, células da meninge e

células endoteliais (Einheber et al., 2001). Integrinas contendo a subunidade B2 sdo



encontradas em células da microglia, onde desempenham funcdo imune de forma
semelhante ao que ocorre em leucocitos (Koenigsknecht e Landreth, 2004). As
integrinas sdo também importantes reguladores de proliferacio e migracdo de
oligodendrocitos (Baron et al,, 2002). Cones de crescimento expressam a aSfB1
integrina, envolvida no direcionamento axonal (Gardiner et al., 2007). A proteina
extracelular trombospondina, que se liga as integrinas, ¢ produzida por astrocitos e
participa de processos de formacdo de sinapses (Christopherson et al., 2005). Contudo,
o papel das integrinas na adesdo neural ¢ melhor caracterizado no sistema nervoso
periférico, onde estas proteinas tem papel crucial na formag¢do da jun¢do neuromuscular
(Burkin et al., 2000). Ainda no sistema nervoso periférico, células de Schwann se ligam
a matriz extracelular via integrinas (Einheber et al., 1993; Feltri et al., 1994). Além da
integrina, a molécula distroglicano foi obesrvada como um receptor secundério de

laminina em células de Schwann (Colognato et al., 2007).

1.4.4. A adesdo da GEO

As propriedades adesivas e, portanto, migratorias da GEO ainda sdo pouco
conhecidas. Trabalhos recentes vém demonstrando que esta célula migra por meio de
ondulagdes de membrana (lamelipodial waves) e que tal evento pode ser perturbado
pela inibicdo do fator neurotréfico derivado de linhagem glial (GDNF) e de SRC
cinases (Windus et al., 2007). Su e colaboradores (2007) demonstraram que a proteina
Nogo-66 ¢ capaz de inbir a formacdo de projegdes citoplasmaticas (possivelmente as
referidas ondulacdes de membrana) por meio da ativagdo da GTPase RhoA,

aumentando assim a adesdo celular e bloqueando a migracao da GEO.

1.4.5. Adesao e microdominios de membrana (rafts)

Microdominios de membrana, também conhecidos como /lipid rafts, sdo regides
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diferenciadas de menor fluidez da membrana plasmatica, ricas em colesterol,
esfingolipidios e proteinas ancoradas por glicofosfatidilinositol (GPI) (Brown e London,
2000; Simons et al., 2000) (Figura 4). O gangliosideo GMI1 e as proteinas flotilinas
estdo altamente enriquecidas em rafts e por isso sdo consideradas marcadores destes
microdominios. Diversos métodos sdo utilizados para o isolamento das lipid rafis.
Contudo, a ferramenta bioquimica tradicional consiste no isolamento dos
microdominios com 1% de Triton X-100 a 4°C.

As rafts podem participar de importantes eventos celulares, incluindo a
transducdo de sinais, trafego de vesiculas, organizagdo do citoesqueleto e invasdo de
patogenos (Munro, 2003). Muitos dos eventos de transdugdo de sinais a partir das rafts
resultam na adesdo da célula a MEC, o que ¢ mediado por integrinas e proteinas
associadas (Del Pozo, 2004; Palazzo, 2004). De fato, diversos trabalhos vém
identificando associacdes entre proteinas de adesdo e rafts, o que possivelmente teria
implicagdes em vias de sinalizagdo membrano-esqueletais ou mesmo na endocitose e
trafego de vesiculas (Nebl et al., 2002; Li et al., 2003).

Adesdes via integrina sdo capazes de regular a distribuicdo das rafis na
membrana, de modo que a perda destas adesdes resulta na internalizac¢do de até 90% de
marcadores destes microdominios, como o GMI1 e proteinas ancoradas por GPI (Del
Pozo, 2004) . No sistema nervoso sabe-se, por exemplo, que a localizagdo de B1-
integrinas em rafts ¢ importante pra a sobrevivéncia de oligodendrécitos e crescimento
neuritico (Baron, 2003; Decker et al., 2004; Ichikawa et al., 2009). Além das integrinas,
outras proteinas de adesdo como a vinculina, a-actinina e talina tém sido co-localizadas
com marcadores destes microdominios em diferentes tipos celulares (Morford, 2002;
Nebl et al., 2002; Li et al., 2003; Decker, 2004; Mavlyutov, 2007; Ichikawa, 2009).

A interacdo entre as adesdes via integrina e as rafis pode ter grande importancia

na migracdo celular. Sabe-se, por exemplo, que estabilizacio de microtibulos em
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prolongamentos de membrana ¢ dependente da associagdo de uma proteina GTPase Rho
e sua molécula efetora mDia em microdominios de membrana ricos no gangliosideo
GM1 (Palazzo, 2001). A proteina FAK, principal mediadora de sinais via integrina, ¢
crucial neste processo, possivelmente atuando na regulagcdo da distribuicao das rafis na
membrana plasmatica (Palazzo, 2004). Desta forma, contatos focais formados no
prolongamento membranar promoveriam a manutengdo e, portanto, a concentragao
regional de rafis, possibilitando assim a sinalizacdo para a estabilizacdo local de
microtubulos.

As rafts vém sendo identificadas e caracterizadas em células de diferentes
tecidos, incluindo oligodendrécitos, no sistema nervoso (Gielen et al., 2006). Essa
caracterizagdo ¢ fundamental para o estudo da distribuicdo e funcionamento de
componentes celulares cuja fungdo possa estar atrelada a microambientes ou regides de
menor fluidez da membrana celular (Lucero e Robbins, 2004). A caracterizagdo das
rafts da GEO & parte integrante da dissertacdo de mestrado de Fernanda Souza de
Oliveira Campos (sob orientacdo das professoras: Georgia Correa Atella, Instituto de
Bioquimica Médica e Leny Alves Cavalcante, Instituto de Biofisica Carlos Chagas
Filho). Seus dados revelam que as rafts da GEO encontram-se nas fragdes 4, 5 e 6 de
gradientes de sacarose, processados por dot-blotting e submetidos a immunoblotting

para os marcadores de rafis GM1 e flotilina (Figura 5).
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Figura 4 - Microdominios de membrana (rafts). As rafts sdo regioes diferenciadas da
membrana celular, caracterizadas pela alta concentragao de colesterol, esfingolipidios e

proteinas ancoradas por glicofosfatidilinositol (GPI) (adaptado de Alberts et al., 2002).
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Figura 5 - Fragdes de densidade correspondentes a rafts em analise por dot-blotting de
células isoladas da GEO. As membranas foram incubadas com anticorpo anti-flotilina-1
(parte superior) e toxina colérica (que marca o gangliosideo GM1). As fracdes 4-6
correspondem as rafts lipidicas, que sdo caracterizadas pela resisténcia a detergentes e
presenca de flotilina ¢ GM1 (resultados nio-publicados de F.S.0. Campos, "dissertagio

de Mestrado em preparacao).

" Campos, F.S.O. Disserta¢iio de mestrado em andamento. (Universidade Federal do

Rio de Janeiro, Programa de Pds-graduagdo em Quimica Biologica, Rio de Janeiro, RJ).
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1.5. Relevancia do estudo

O envolvimento dos complexos de adesdo célula-matriz em importantes eventos
celulares torna de particular interesse seu estudo em células como a glia embainhante
olfatoria (GEO), cujo efetivo uso em terapias neuroregenrativas depende do até entdo
escasso entendimento de suas propriedades fundamentais. Este trabalho se propde a
estudar a distribui¢do e expressdo de proteinas de adesdo célula-matriz da GEO, dessa
forma contribuindo para o melhor entendimento de seus mecanismos migratérios e da

transdugdo de sinais a partir da matriz extracelular.
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2. Objetivos

2.1. Geral
Estudar a distribui¢do e expressao de proteinas de adesao célula-substrato nas células da

glia embainhante olfatoria (GEO).

2.2 Especificos

Verificar o perfil de expressao de proteinas de adesao celular nas células da GEO;

Verificar a distribui¢ao de proteinas de adesao nas células da GEO;

Identificar a presenca de proteinas de adesdo em microdominios de membrana

plasmatica (rafts) da GEO.
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3. Materiais e métodos

3.1. Animais

Utilizamos em nossos experimentos 40 ratos Wistar fémeas e machos, com
idade de dois meses, a partir de cruzamentos feitos no biotério do Instituto de
Bioquimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

Todos os procedimentos que utilizaram animais foram aprovados pelo Comité
de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias da Satde da UFRJ (protocolo

IBCCF 020).

3.2. Culturas organotipicas do bulbo olfatorio (BO)

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e a cabeca foi
imediatamente cortada e colocada em Tampao Fosfato com Salina (PBS) 10 mM pH 7,4
estéril. Em fluxo laminar foi feita a dissec¢ao do bulbo olfatério, o qual foi cortado em
fatiador de tecidos (Mickle Labs.) Fatias de 250 um de espessura foram cortadas no
plano transversal e tinham sua parte central contendo as camadas subependimaria e
granular removidas (fatias enucleadas). As fatias enucleadas de 250 um foram entao
colocadas em laminulas previamente tratadas com poli-L-lisina (20 pg/ml, Sigma) e
cobertas com laminina (40 pg/ml, Invitrogen). O material foi cultivado em meio
DMEM/F12 (com 3,15 g/l de glicose, fungizona 25 pg/ml, 10.000 unidades de
penicilina, 10.000 pg/ml de estreptomicina, 0,365 g/l de glutamina, 50 pg/ml de
gentamicina), com 10% de soro fetal bovino (Invitrogen, inativado a 56°C por 1 hora).
Apos a adicdo do meio de cultura o material foi mantido a 37°C com 5% de CO, em
estufa e o meio foi trocado a cada dois dias. Apds trés dias em cultura, o material foi
fixado em solugdo de paraformaldeido a 4% por quinze minutos e lavado em PBS 10

mM pH 7,4 e mantido na mesma solugao a 4° C.
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3.3. Cultura isolada de GEO

Para a purificacdo da GEO utilizamos o protocolo de Nash e colaboradores
(2001). Apos o sacrificio dos animais e a dissec¢do do BO, este foi cortado em fatiador
de tecidos e as camadas de fibras olfatorias e glomerular foram removidas com o uso de
bisturis. As duas camadas foram entdo picotadas e incubadas com tripsina 0,05% a 37°C
por 15 minutos. Apds o material ser passado por seringa com agulha de 21G para
dissociacdo mecanica, a tripsina foi inativada com a adi¢do de meio DMEM/F12 (com
3,15 g/l de glicose, 25 pg/ml de fungizona, 10.000 unidades de penicilina, 10.000 pg/ml
de estreptomicina, 0,365 g/l de glutamina, 50 pg/ml de gentamicina) acrescido de 10%
de soro fetal bovino (Gibco, inativado a 56°C por 1 hora). Apos centrifugacdo, as
células ficaram na estufa a 37°C com 5% de CO,. Para o isolamento da GEO, em
seguida foi realizado o plaqueamento diferencial. Nesta etapa, cé¢lulas ndo aderidas apds
18 horas de cultura (sobrenadante) eram trocadas de garrafa e apds 36 horas as células
ainda nao aderidas (novo sobrenadante) eram, por fim, colocadas em laminulas tratadas

previamente com poli-L-lisina (20 pg/ml, Sigma-Aldrich) e cobertas com laminina (40

ug/ml, Invitrogen). O meio de cultura era trocado a cada dois dias.

3.4. Microscopia optica de imunofluorescéncia

As fatias foram fixadas com paraformaldeido a 4% por 10 minutos em
temperatura ambiente com leve agitagdo. Apds a etapa de fixagcdo foram feitas 3
lavagens de 10 minutos com PBS-Triton 0,5% para permeabilizacdo das células.
Posteriormente, as fatias foram incubadas com anticorpo priméario (Tabela 1) em PBS-
Triton 0,5% com BSA 1% durante 1 hora em estufa a 37°C. O material foi novamente
lavado 3 vezes de 10 minutos com PBS-Triton 0,5% e incubado com anticorpo
secundario fluorescente ou biotinilado (Tabela 2) em PBS-Triton 0,5%/BSA 1%
durante 1 hora em estufa a 37°C. No caso de anticorpos biotinilados era feita uma
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reagdo adicional com extravidina fluorescente (Tabela 3). As fatias foram lavadas com

NaCl 0,9% por 5 minutos com leve agitagdo. Em seguida, foram coradas com o

marcador nuclear DAPI (0,1 pg/ml em NaCl 0,9%) durante 3 minutos a temperatura

ambiente com leve agitacdo. A lavagem com NaCl 0,9% foi repetida mais uma vez e as

laminulas foram montadas com solu¢do de montagem (glicerol contendo N-propil

galato 5%). As imagens foram obtidas por microscopia de contraste de fase e de

fluorescéncia em microscopio Axiovert 100 (Zeiss), dotado de filtros para fluoresceina,

rodamina e DAPI, bem como de objetivas de 10x, 20x, 40x e 100x.

3.4.1. Processamento digital das imagens de imunofluorescéncia

As imagens provenientes do microscopio Axiovert foram digitaliadas e

submetidos, quando necessario, a ajustes digitais de imagem por meio do programa

Adobe Photoshop. As ferramentas de ajuste de imagem utilizadas foram alteracdo de

brilho e contraste, bem como mapa de gradiente (Figura 9A).

Tabelal- Anticorpos Primarios

Anticorpo
Primario

Tipo

Feito em

Diluigao Utilizada

Peso
Molecular

Origem

anti-CNPase

monoclonal

camundongo

1:100
(imunocitoquimica)

46 kDa

Sigma

anti-S100

policlonal

coelho

1:100
(imunofluorescéncia)

20 kDa

Sigma

anti-f; integrina

monoclonal

galinha

1:50
(imunocitoquimica)
1:1.000
(“immunoblotting”)

135 kDa

Sigma

anti-vinculina

monoclonal

camundongo

1:100
(imunocitoquimica)
1:1000
(“immunoblotting”)

116 kDa

Sigma

anti-a-actinina

policlonal

coelho

1:100
(imunocitoquimica)
1:1.000
(“immunoblotting”)

100 kDa

Sigma

25




1:100
anti-talina | monoclonal | camundongo (imunolctilt((;(c)lgimica) 235 kDa Sigma
(“immunoblotting™)
anti-flotilina-2 | policlonal cabra . 1:1.000 . 48 kDa %arfllltza
(“immunoblotting™) .
Biotech.
Tabela 2- Anticorpos Secundarios
Anticorpo Diluigio Utilizada Origem
Secundério
anti-IgG Alexa 488 1:100 Molecular
Probes
anti-IgG y-chain 1:20 .
biotinilado Sigma
ant1—IgC4ig28b Alexa 1:50 Sigma
. ) Molecular
anti-IgG Cy3 1:200 Probes
Tabela 3 - Ligantes e Sondas
Ligante/Sonda Diluigao Utilizada Origem
extravidina 1:500 .
S
conjugada a Cy3 iema
extravidina 1:1.000 .
S
conjugada a HRP iema
faloidina conjugada 1:200 Molecular
a rodamina ' Probes
DAPI 1:12.000 Molecular
Probes
toxina colérica .
1:1.000 S
conjugada a HRP iema
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3.5. Preparaciao do homogenado da GEO

As camadas de fibras olfatéria e glomerular foram adicionadas ao Tampao de
Lise Ripa (NP-40 1%, Triton X-100 1%, deoxicolato 1%, Tris-HCI 10 mM pH 7,5,
NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, SDS 0,1 %) na proporg¢do 3:1 e inibidores de proteases
(0,1pg/ul; Sigma), em gelo. Este homogenado, por sua vez, foi macerado com auxilio
de um Potter e posteriormente o material foi submetido a centrifugacdo a 4°C. A
primeira centrifugacdo foi feita a 3.500 rpm por 10 minutos, para a separacdo do
sobrenadante. Esse sobrenadante novamente foi centrifugado a 15.000 rpm por 20
minutos. O pellet desta centrifugagdo foi descartado e o sobrenadante final foi

armazenado em nitrogénio liquido para aguardar a realizacdo da dosagem de proteina.

3.6. Dosagem de Proteinas

As determinagdes proteicas foram estimadas através do método de Bradford
(1976), tendo como proteina padrio a albumina sérica bovina (BSA). Foram
acrescentadas em todas as amostras NaCl 0,9 % para atingir o volume final de 500 pl.
Por fim, 2,5 ml de solugdo de Bradford (Azul de Comassie G-250, alcool etilico, acido
orto-fosforico, dgua) foi adicionado. Apoés 5-10 minutos, foi realizada a leitura das

amostras no comprimento de onda de 650 nm.

3.7. Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢des desnaturantes

A separagdo das proteinas da GEO foi realizada por eletroforese em gel de
poliacrilamida na presenca de SDS, de acordo com o método de Laemmli (1970). As
amostras foram fervidas em tampao de amostra por 3 minutos. Foram aplicadas 25 pg
de proteina em um gel de poliacrilamida a 10%. A corrida da eletroforese foi realizada

sob amperagem constante de 25 mA durante 90 minutos. Terminada a corrida, as
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proteinas separadas no gel foram transferidas para uma membrana de PVDF

(Amersham/Pharmacia), mediante corrente constante de 100 volts, durante 120 minutos.

3.8. Immunoblotting

Apos a transferéncia, a membrana de PVDF foi submetida a reagdo para a deteccao
de proteinas de adesdo. A membrana com as proteinas transferidas foi incubada em
Solucao de Bloqueio (PBS 10 mM pH 7.4, Tween-20 0,1%, leite em p6 desnatado 5%)
por 1 hora a temperatura ambiente sob agitagdo continua. Em seguida, a membrana foi
incubada com o anticorpo primario (Tabela 1) diluido em PBS/Tween-20 e mantida
durante a noite a 4°C. Apods este periodo, a membrana foi lavada com PBS/Tween-20
por 4 horas com intervalo de 30 minutos. Ao término das lavagens, a membrana foi
incubada com o anticorpo secundario conjugado a peroxidase (Tabelas 2 e 3) por 1
hora, seguido de novas lavagens com PBS/Tween-20 (6 vezes de 20 minutos cada). A
reagao foi revelada pelo método ECL através da impressdo das bandas marcadas em um

filme tipo Hyperfilm-ECL.

3.9. Isolamento de micro-dominios de membrana (“rafts”)

Preparagdes de micro-dominios de membrana (rafts) foram obtidas através de
uma colaboragdo com a mestranda Fernanda Souza de O. Campos, aluna do Laboratério
de Bioquimica de Lipideos e Lipoproteinas (Profa Georgia Correa Atella) e do
Laboratério de Neurobiologia do Desenvolvimento (Profa. Leny Alvez Cavalcante).

Uma suspensdo de 107 células foi acrescida de inibidores de protease (PMSF 1
mM, benzamidina 5 mM, pepstatina 10 pM, leupeptina 10 mM) a 4°C e sonicado para o
rompimento total das membranas. Apds as células terem sido lisadas, realizavamos a
extragdo com 1% de Triton X-100 em tampao TNE (Tris-HCI 25 mM, NaCl 0,15 M,

EDTA 5 mM) a 4°C por 20 minutos. No fundo do tubo da centrifuga foi colocado igual
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volume da amostra com Triton X-100 e de sacarose 80% em tampao TNE. Por cima
foram acrescentados 4 ml de sacarose 30% e por ultimo, 4 ml de sacarose 5% em
tampao TNE. O gradiente foi centrifugado a 4°C em uma ultracentrifuga (Beckman)
com rotor SW40 por 20 horas, a 38.000 rpm. Depois da centrifugagcdo, o material foi

recolhido de 1 em 1 ml do topo do tubo ao fundo, resultando em 13 fragdes.

3.10. Dot-blotting

Apo6s o recolhimento das 13 fragdes do gradiente de sacarose, foram separados
500 pl de cada amostra. Com uma bomba de succ¢io acoplada a cuba de dot-blotting, as
amostras foram passadas para a membrana de nitrocelulose, podendo assim iniciar o
bloqueio com TBS-Tween-Molico (Tris-HCl 10 mM pH 7,2, NaCl 150 mM, Tween 20
0,05%, leite em p6 desnatado Molico 15g) durante a noite a 4°C. No dia seguinte, todo
o tampao foi retirado e incubado com o anticorpo primario (Tabela 1) diluido em TBS-
Tween-Molico por 2 horas a temperatura ambiente. Agitando manualmente, a
membrana foi lavada 5 vezes (de 2 minutos cada) com TBS-Tween-Molico e logo em
seguida, incubada com o anticorpo secundario (Tabelas 2 e 3) por 1 hora a temperatura
ambiente. Novamente, a membrana foi lavada 5 vezes (de 2 minutos cada) com TBS-
Tween-Molico. Depois, lavada 3 vezes (de 2 minutos cada) com TBS-Tween (Tris-HCI
10 mM pH 7,2, NaCl 150 mM, Tween 20 0,05%) e por ultimo foram feitas 3 lavagens
(de 2 minutos cada) de TBS (Tris-HCI 10 mM pH 7,2, NaCl 150 mM). As membranas
reagidas com os anticorpos secundarios foram usadas para impressionar um filme do
tipo Hyperfilm-ECL, pelo método WB-ECL ou revelados no aparelho STORM, se os

anticorpos secundarios fossem fluorescentes.

29



4. Resultados

4.1. Caracterizacio da cultura de células de bulbo olfatério

As culturas organotipicas do bulbo olfatério (BO) foram examinadas e fixadas
entre 3 ¢ 4 dias a fim de evitar que outros tipos celulares com capacidade migratoria
reduzida, tais como oligodendrdcitos diferenciados migrassem também para fora do
explante sobre um substrato de laminina. Observagdo das culturas por microscopia
optica de contraste de fase mostrou células a distancias variadas do explante. Algumas
pareciam ter emergido recentemente do explante, enquanto outras estavam mais
afastadas. Basicamente trés morfologias foram observadas: morfologia bipolar, tripolar

e aplanada (Figura 6).

Com a finalidade de confirmar a presenca da GEO nas células das culturas de
explantes do BO, foi primeiramente realizada uma imunofluorescéncia utilizando-se
dois marcadores conhecidos da GEO: proteina S100 e CNPase (Santos—Silva e
Cavalcante, 2001). Foi também realizada imunofluorescéncia para a proteina actina de
musculo liso, recentemente identificada como um potencial marcador da GEO (Jahed et
al., 2007). Os resultados obtidos mostraram que virtualmente todas as células saidas dos

explantes apresentaram imunoreatividade para os marcadores listados (Figuras 7 e 8).
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Figura 6 - Composi¢dao de imagens em microscopia Optica de contraste de fase de

células saidas de fatia enucleada de bulbo olfatério. A remogdo do cerne da fatia foi
realizada com auxilio de bisturis e de lupa, de modo a evitar contaminagao por células

tronco ou precursores de oligodendrécitos. Barra de calibragao = 20um.
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Figura 7 — Imunofluorescéncia para CNPase e S100 em células derivadas de explante
de bulbo olfatorio. (A) Sobreposi¢do das imagens dos marcadores CNPase (vermelho)
e S100 (verde); (B, C) visualizagdo isolada dos marcadores CNPase e S100,

respectivamente. Barra de calibragcao = 10um.
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Figura 8 - Imunofluorescéncia para alfa-actina de musculo liso em células derivadas de
explante de bulbo olfatdrio. Virtualmente todas as células saidas do explante enucleado
do BO apresentam marcag¢ao difusa no citoplasma para alfa-actina de musculo liso (em

verde). Em azul, nucleos celulares corados com DAPI. Barra de calibragdo = 10pum.

Os padrdes de organizacao celular e do citoesqueleto de actina de células
originadas de explante de bulbo olfatério foram avaliados também por meio de
marcacdo com a sonda fluorescente faloidina, que se liga especificamente a actina
filamentosa (actina-F). Com isso foi possivel observar que células mais afastadas umas
das outras tendiam a apresentar uma morfologia tripolar (Figura 9). Células mais
distantes do explante tendiam a assumir uma forma bipolar, forma esta coincidente com
uma maior densidade celular, dando em muitos casos origem a um filme de células em
aparente migracdo. Neste caso, pode-se observar também que as células bipolares
tendiam a se alinhar em uma mesma dire¢do (Figura 10). Foi possivel notar nas
marcagdes com faloidina a presenca de actina filamentosa predominantemente nas
seguintes estruturas de células saidas do explante: fibras de stress, spikes e
lamelipodios. Além disso, verificamos também a presenca de actina em provaveis sitios
de adesdo focal (marcagdes de actina mais evidentes nas bordas distais citoplasmaticas)

e de adesao fibrilar nas terminagdes de fibras de stress (Figura 11).
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Figura 9 — Microscopia de fluorescéncia para actina filamentosa (faloidina, A, C) e

coloraga de nucleos (DAPI, B) de células derivadas de explante de bulbo olfatério. Em
A: sobreposicdo das marcagdes de faloidina (em lilas) e DAPI (em azul) apos
processamento digital das imagens. Notar células mais afastadas umas das outras
tendendo a apresentar uma morfologia multipolar (indicagdo de setas em A). Barra de

calibracao = 20um.
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Figura 10 — Microscopia de fluorescéncia de marcacdo para actina filamentosa
(faloidina, A,C) e de nucleo (DAPI, B, D) de células agrupadas migrando a partir do
explante de BO. Notar o ordenamento das proje¢des citoplasmaticas das células

tendendo a morfologia bipolar. Barra de calibracao = Spum.
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Figura 11 — Microscopia de fluorescéncia de marcacdo de actina filamentosa
(faloidina, A, C, E) e de nucleo (DAPI, B, D, F) em projecdes citoplasmaticas de
células em via de saida do explantes de BO. Notar a presenga de fibras de stress (E),
spikes e lamelipodios (C), sitios de adesdo focal e fibrilar (A, C). Barra de calibracao

=Sum.



4.2. Expressao e distribuicio de proteinas de adesiao

Para a analise da expressdo e distribui¢do de proteinas de adesdo da glia
embainhante olfatdria, foram realizadas imunocitoquimicas em culturas organotipicas
mantidas de trés a quatro dias em meio DMEM/F12. Realizamos também Western
blotting de homogenados da camada de fibras olfatérias do BO para andlise da
expressdo de proteinas de adesdo destas células. As proteinas estudadas foram a [1-
integrina, vinculina, talina e alfa-actinina. A analise da distribuicdo de proteinas de
adesdo quanto a localizacao em rafts lipidicas foi feita por dot-blotting de culturas de
células isoladas, com base nos dados de caracterizagdo destes microdominios da GEO,

realizados por *Campos, S.0.C.

4.2.1. p1-integrina

A imunofluorescéncia para B1l-integrina revelou um padrdo difuso de marcagdo
ao longo de todo o citoplasma de cé€lulas bipolares, além de uma intensa marcagao

perinuclear (Figura 12).

Através de Western blotting, foi possivel constatar a presenga de B1-integrina na
regido de peso molecular de 140 kDa no pellet de homogenados da camada de fibras
olfatérias submetidos a centrifugacao diferencial (Figura 13).

Por meio de dot-blotting, pode ser constatado que a Pl-integrina se localiza
preferencialmente em fracdes rafts, positivas para o gangliosideo GM1 e flotilina

(Figura 5), na ordem de aproximadamente 34% da marcacao (Figura 14).

) Campos, S.O.C. Dissertacdo de mestrado em andamento. (Universidade Federal do

Rio de Janeiro, Programa de P6s-graduagao em Quimica Biologica, Rio de Janeiro, RJ).
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Figura 12 - Imunofluorescéncia para f1-integrina em células derivadas de explante de

bulbo olfatério (A, B). Nucleos celulares foram marcados com DAPI (C, D)
Sobreposicdo de imagens (E, F). Notar padrdes fibrilares de marca¢do evidentes em

regido de extensdo citoplasmatica (seta em F). Barra de calibragdo = 5 um.
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sobrenadante pellet

B1 integrina 140kDa

Figura 13 - Anélise por Western blotting mostrando a expressao da 1 integrina no BO.
A amostra foi obtida a partir de extrato das camadas de fibras olfatoria e glomerular (25
png/ul). Uma banda de aproximadamente 140 kDa foi observada no pellet, onde se

espera encontrar o citoesqueleto e proteinas associadas.

p1-integrina

O|l® O @ D ® o4 ¢
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Figura 14 - Analise por dot-blotting do gradiente de sacarose mostrando marcacao para
B1-integrina nas fragcdes correspondente as rafis. A amostra foi obtida a partir de células

isoladas da GEO.
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4.2.2. Vinculina

A marcagdo para vinculina por imunofluorescéncia revelou um padrao fibrilar na
periferia de projegdes citoplasmaticas e um padrdo geralmente difuso no corpo celular
(Figura 15). A Figura 15A mostra uma célula tripolar da GEO apresentando
imunorreatividade na periferia de suas projecdes citoplasmaticas, destacada na Figura
15J, onde se pode observar um padrao fibrilar de marca¢do. Em grandes lamelipddios,
de células tendendo a um aplanamento, observa-se uma marcagdo periférica fibrilar e
uma marcacdo interna menos intensa (Figuras 15H e 15I), em maior aumento nas
figuras 15L e 15M.

Através do western blotting, foi possivel constatar a presenga da proteina
vinculina na regido de peso molecular de 116 kDa no pellet de homogenado da camada
da fibras olfatérias (Figura 16).

A andlise por dot blotting revelou que a vinculina se encontra
predominantemente em fragdes mais leves ou mais pesadas (aproximadamente 90% das

marcagdes) do que fragdes correspondentes a rafts (Figura 17).
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Figura 15 - Marcacdo para vinculina em cé¢lulas derivadas de explante de bulbo

olfatorio. (A,B,C) Marcacao por anticorpo monoclonal anti-vinculina; (D,E,F) ntcleos
celulares marcados com DAPI; (G, H, I) sobreposi¢do de imagens (J,L,M); ampliacdo
dos campos destacados em G, H, I. Notar que todas as céluas apresentam maracagao
difusa no corpo celular (G, H, I) e fibrilares na periferia de projecdes citoplasmaticas

(J,L,M). Barra de calibragdo = Spm.

41



sobrenadante pellet

Vinculina
116 kDa

Figura 16 - Analise por Western blotting mostrando a expressdo da vinculina no BO. A
amostra foi obtida a partir de extrato das camadas de fibras olfatéria e glomerular (25
png/ul). Uma banda de aproximadamente 116 kDa foi observada no pellet, onde se

espera encontrar o citoesqueleto e proteinas associadas.

Vinculina @ @ "'I I & v &
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Figura 17 - Marcacdo para a proteina vinculina nas fragdes do gradiente de sacarose. A
caixa azul corresponde as fragdes rafts. A amostra foi obtida a partir de células isoladas

da GEO.
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4.2.3. a-actinina

A imunofluorescéncia para a-actinina revelou um padrdo de marcagdo fibrilar
em todo o citoplasma e uma intensa marcagdo perinuclear.

A Figura 18 mostra um padrdo fibrilar de marcagdo em células tripolares
(Figura 18A), bipolares (Figura 18B) e, de forma mais evidente, em formagdes
lamelipodiais de células tendendo a um aplanamento (Figura 18C). A marcacdo de
prolongamentos mais finos apresentava um padrdo mais concentrado, tornando as
fibrilas menos evidentes (Figura 18B).

A andlise por western blotting revelou marcagdo de duas bandas com
aproximadamente 120 e 100 kDa (Figura 19). Uma das bandas pode corresponder a
uma marcagdo inespecifica do anticorpo policlonal, a uma segunda isoforma desta
proteina sendo expressa pela GEO, ou a degradacdo proteolitica, como ralatada por
Selliah e cols. (1996).

A andlise por dot blotting revelou que a a-actinina se localiza preferencialmente

em fracdes rafts (Figura 20), na ordem de 40% da marcacao.
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Figura 18 - Marcacao com o anticorpo policlonal anti-a-actinina em cé¢lulas derivadas
de explante de bulbo olfatério. (A,B,C) Marcagdo para a-actinina. (D, E, F) Nucleos
celulares marcados com DAPI; (G, H, I) Sobreposicdo das marcagdes. Notar padrdes
fibrilares de marcacao evidentes em regido de extensdo citoplasmatica (setas em C, I).

Barra de calibragao = 5 um.
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Figura 19 - Analise por Western blotting mostrando a expressao da a-actinina no BO.
A amostra foi obtida a partir de extrato das camadas de fibras olfatoria e glomerular (25
pg/ul). Duas bandas de aproximadamentel20 kDa e 100 kDa foram observadas com

maior intensidade no pellet, onde se espera encontrar o citoesqueleto e proteinas
associadas.

a-actinina @ _ Gl. [+ ] .I,*J e 30 5 O %
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Figura 20 - Anélise por dot-blotting do gradiente de sacarose mostrando marcagdo para

proteina a-actinina nas fragcdes correspondente as rafts. A amostra foi obtida a partir de
células isoladas da GEO.
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4.2.4. Talina

A imunofluorescéncia para a proteina talina revelou um padrao fibrilar ao longo
de todo o corpo celular, marcagdo nuclear ndo evidente € uma marcacao concentrada na
borda de lamelipédios (Figura 21).

Nas Figuras 21A, 21B e 21C, pode-se observar o padrdo fibrilar de marcagao ao
longo de todo o citoplasma de diferentes morfologias celulares, como de células em
divisdo, bipolares e amebdides, repectivamente. Na Figura 21C pode-se observar uma
concentra¢cdo de marcacdo na borda de lamelipodios de célula amebdide.

O Western blotting para talina revelou a presenca de duas bandas correpondentes
as subunidades de 190 kDa e 225 kDa desta proteina (Figura 22).

A andlise por dot blotting revelou que 23 % da marcagdo para talina se encontra
distribuida em fracdes rafts, o que demonstra uma localizacdo nao preferencial (Figura

23).
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Figura 21 - Imunoretividade para talina em células derivadas de explante de bulbo

olfatério. (A,B,C) Marcagdao por anticorpo monoclonal anti-talina (em vermelho e
verde). (D, E, F) Nucleos celulares marcados com DAPI; (G, H, I) Sobreposi¢do das
marcagdes. Notar padrdes fibrilares de marca¢do evidentes em regido de extensdo

lamelipodial (setas em C,I). Barra de calibragdo = 5 pm.
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Figura 22 - Andlise por Western blotting mostrando a expressao da talina no BO. A
amostra foi obtida a partir de extrato das camadas de fibras olfatéria e glomerular (25
pg/ul). Duas bandas de aproximadamente 190 kDa e 225 kDa foram observadas no

pellet, onde se espera encontrar o citoesqueleto e proteinas associadas.

Talina @& I . I. i

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figura 23 - Analise por dot-blotting do gradiente de sacarose mostrando marcacao para
talina nas fracdes correspondente as rafts. A amostra foi obtida a partir de células

isoladas da GEO.
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4.2.5. FAK

A andlise por Western blotting revelou que a GEO ¢ capaz de expressar a FAK.
A marcagao revelou uma banda de aproximadamente 125 kDa na fracdao do pellet, onde

se espera encontrar o citoesqueleto e proteinas associadas (Figura 24).

sobrenadante  pellet

FAK 125 kDa

Figura 24 - Andlise por Western blotting mostrando a expressdo da FAK no BO. A
amostra foi obtida a partir de extrato das camadas de fibras olfatéria e glomerular (25

png/ul). Uma banda de aproximadamente 125 kDa foi observada no pellet.
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5. Discussao

A glia embainhante olfatéria (GEO) tem se tornado um valioso alvo de estudos
no ramo de terapias celulares neuroregenertivas, em virtude de suas propriedades na
promocgao do crescimento axonal, mesmo através dos limites entre o sistema nervoso
periferico e central (Doucette, 1995). A maior eficicia terapéutica desta célula,
entretanto, ainda depende de um melhor entendimento de suas propriedades
fundamentais, em especial no que diz respeito as suas propriedades adesivas. Este
trabalho apresenta um estudo da expressdao e distribuicao de proteinas de adesdo da
GEO. Nossos resultados sugerem que a GEO, nas presentes condi¢des experimentais
pode apresentar diferentes morfologias com padroes definidos de distribuigao de

proteinas envolvidas na adesao da célula a matriz extracelular.

A adesdo da célula a matriz extracelular corresponde a um dos diversos eventos
mediados por integrinas. Estas proteinas transmembranares se associam a outras do
citoplasma, formando complexos a partir dos quais eventos como expressao génica,
apoptose, adesdo, migracao e endocitose sao desencadeados. Dentre estas proteinas do
citoplasma, denominadas proteinas de adesdo, estdo a vinculina, talina, a-actinina e
FAK (cinase de adesao focal), responsaveis pelo ancoramento das regides de adesao
mediadas via integrina ao citoesqueleto de actina (Cukierman et al., 2001). O perfil de
expressao das proteinas de adesdo pode variar entre diferentes tipos celulares,
possivelmente de acordo com as necessidades e caracteristicas do tecido onde a célula
se encontra. No caso do sistema nervoso, diferentes tipos de integrinas e sinalizagdes
intracelulares estdo envolvidos em processos como a formagdo da jungdo
neuromuscular (Burkin et al., 2000), o direcionamento axonal (Gardiner et al., 2007),
bem como a proliferacio e migracdo de oligodendrocitos (Baron et al.,, 2002). O
conhecimento da expressao de proteinas de adesdo, portanto, pode ser uma importante

ferramenta no entendimento do nicho ocupado por uma célula em funcdo de seu
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ambiente.

Na ultima década vem sendo descrita a associagdo de integrinas com
microdominios de membranas (ou rafts). Os microdominios sdo regides enriquecidas
em colesterol e glicoesfingolipideos (como o gangliosideo GM1) e estdo envolvidas em
eventos como a transducdo de sinais, trafego de vesiculas e organizacdo do
citoesqueleto (Munro, 2003). Experimentos com animais knock-out para a proteina de
adesdao FAK revelaram que ela exerce um papel importante na manutencdo das rafts na
superficie celular (Palazzo, 2004). A FAK estaria impedindo a internalizacdo destes
microdominios em regides de adesdo da célula ao substrato. Além disso, componentes
das adesdes via integrina, como a vinculina e talina t€ém sido co-localizados com
marcadores destes microdominios em diferentes tipos celulares (Morford, 2002; Nebl et
al., 2002; Li et al., 2003; Decker, 2004; Mavlyutov, 2007; Ichikawa, 2009). No sistema
nervoso sabe-se, por exemplo, que a localizagdo da a6Pl-integrina em rafts ¢
importante pra a sobrevivéncia de oligodendrécitos (Baron, 2003; Decker et al., 2004) e
que a laminina-1 induz o agrupamento de gangliosideos GM1, que por vez leva a
translocagdo de B1-integrinas para rafis, promovendo o crescimento neuritico (Ichikawa
et al., 2009). Entretanto, ainda sdo poucos os estudos abordando a adesdo via integrinas

e suas eventuais relagdes com rafts no sistema nervoso.

Em condig¢des de isolamento em cultura e com substrato homogéneo de laminina
a GEO migra sem aparente interrupcdo, como pudemos constatar em periodos
estendidos a até 9 dias de cultura (dados ndo mostrados). A morfologia das células
variava basicamente entre 3 tipos: aplanada, tripolar e bipolar. Estas morfologias
possivelmente correspondem as morfologias similares a macrofagos, astrocitos e células
de Schwann, respectivamente (Doucette, 1990; Liu et al., 2005). A morfologia
aplanada, bem como a tripolar estavam presentes em células menos agrupadas, e

possivelmente representavam uma pausa na migracdo. Em contrapartida, a morfologia
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bipolar correspondia a um estado migratério observado em células agrupadas e
frequentemente alinhadas umas as outras. Células nesta disposi¢ao alcangavam
distancias relativamente longas durante o periodo de cultura. De forma semelhante,
fibroblastos de culturas e miofibroblastos in vivo também tendem a se alinhar. Este
evento ¢ acompanhado pela expressdo de o-actina de musculo liso o que tem
implicagdes no processo de cicatrizacdo. Recentemente esta mesma proteina, a a-actina
de musculo liso, foi identificada na GEO, tanto in vivo, quanto in vitro (Jahed et al.,

2007), mas nenhum paralelo funcional a outras células foi proposto desde entdo.

Embora ndo existam evidéncias experimentais que atribuam alguma fun¢do
especifica da a-actina de musculo liso a GEO, esta proteina ¢ incomum a outras células
gliais e, portanto, pode ser usada como um eficaz marcador da GEO. Os resultados do
presente trabalho confirmaram que virtualmente todas as células saidas do explante de

bulbo olfatério eram capazes de expressar a a-actina de musculo liso.

Pouco se sabe atualmente a respeito das propriedades adesivas e migratorias da
GEO, apesar de serem bem descritos eventos onde a regeneragdo ¢ limitada pela nao

migracdo desta célula (Gudino-Cabrera et al., 2000).

A Bl-integrina estd envolvida na adesdo de oligodendrocitos, participando da
ligacdo da célula a laminina produzida por neurdnios (Decker, 2004). Pudemos observar
por imunofluorescéncia que a GEO frequentemente apresenta um padrdo fibrilar de
marcacdo para 1l-integrina, possivelmente evidenciando a translocacdo destas proteinas
a partir de adesdes focais, 0 que estaria de acordo com o modelo de maturagdo das
adesdes (Cukierman, 2002). Estes padrdes de marcagdo eram claramente observados em
extensdes lamelipodiais, sendo, portanto mais evidentes em células de morfologia
ameboide. Células bipolares apresentavam uma marcagdo concentrada em um eixo

longitudinal e central da célula o que pode indicar um padrio de deslocamento das
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adesdes para a migragdo da GEO. Em células bipolares onde lamelipddios eram
evidentes, as marcacgdes fibrilares pareciam seguir paralelamente a orientacdo da célula.
J& em células bipolares com modestas (ou ausentes) formagdes lamelipddiais, a
marcagdo fibrilar mostrava-se menos evidente, o que possivelmente indica um estado
mais migratério com menor aderéncia da célula ao substrato ou simplesmente

representa um agrupamento compacto das fibras em um menor didmetro citoplasmatico.

O estudo da possivel associacdo de proteinas de adesdo a microdominios de
membrana foi realizado apenas por dot-blotting, embora outras técnicas, como a co-
localizagdo por microscopia de fluorescéncia destas proteinas com GM1 ou flotilina,
possam ser utilizadas no estudo das rafts. Um passo adiante seria descobrir se estas
proteinas de adesdo da GEO se associam a microdominios caveolares ou nao
caveolares, através de experimentos de western-blotting de fracdes obtidas com o uso

do detergente Triton X-100 ¢ a baixa temperatura (4°C).

A localizagdo de Bl-integrina nas fragdes de dot-blotting correspondentes as
rafts da GEO ¢ condizente com o observado em outras células neurais, como
oligodendrocitos e neurdnios do ganglio da raiz dorsal (Decker, 2004; Ichikawa, 2009).
Experimentos recentes podem sugerir implicagdes para esta distribui¢ao de f1-integrina
no contexto da migracdo da GEO. Os experimentos de Tsuda e colaboradores (2008),
por exemplo, demonstraram que a deplecdo de colesterol leva a inibicdo do
recrutamento de proteinas como a Racl a membrana de células endoteliais. Esta
proteina se liga preferencialmente as rafis no processo de formacao das ondulagdes de
membranas, essenciais para a migracdo da GEO (Windus et al., 2007), e sua funcdo ¢
controlada por integrinas (Del Pozo, 2004). E provavel, portanto, que a observada
localizacdo da Pl-integrina nas rafis esteja relacionada a este evento, o que teria

implicacdes na regulacdo da motilidade da GEO.

A vinculina ¢ uma proteina que se associa a outros componentes de adesdo via
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integrina, como a talina e a paxilina, participando da jun¢do dos complexos adesivos ao
citoesqueleteo de actina. O padrdo de imunofluorescéncia para vinculina no presente
trabalho mostrou-se difuso em regides centrais de todas as morfologias celulares e,
fibrilar na periferia de lamelipodios de células tendendo a um aplanamento. O padrao
difuso de marcacdo pode ser atribuido a contatos em fases iniciais da adesdo focal ou a
formas inativas da proteina no citoplasma, uma vez que a forma ativa tende a se
concentrar em regides de adesdo na membrana celular. Nestas regides a ativacao pode
ocorrer pela associagdo simultdnea da vinculina a talina e a B-actina (Chen et al., 2006).
Estas concentracdes da forma ativa da proteina possivelmente correspondem as fibrilas
observadas em regides periféricas de células aplanadas. Estas estruturas mostravam-se
curtas e tendiam a uma disposi¢do perpendicular em relagdo ao limite da membrana. Tal
observacao pode estar relacionada a um maior grau de adesdo e menor migracdo de
células aplanadas. A idéia estaria de acordo com experimentos de células knock-out para
vinculina, onde estas apresentavam uma redug¢do de 50% da area de extensdes
citoplasmaticas e um aumento de 50% na velocidade de migracao (Goldmann, 1995;

Ezzell et al., 1997).

Os experimentos de dot-blotting revelaram que a vinculina ndo se localizava
preferencialmente nas rafis. A vinculina ndo ¢ caracteristica de adesoes fibrilares e sim
de adesdes focais (Cukierman et al., 2001). E possivel, portanto, que as rafts da GEO
estejam mais associadas a estas adesdes, o que estaria de acordo com os padrdes
fibrilares nas marcagdes de Pl-integrina e oa-actinina, neste trabalho identificadas

preferencialmente nas rafis.

A proteina o-actinina ¢ capaz de se ligar a filamentos de actina, conectando-os
uns aos outros e auxiliando a formacao de feixes, que podem ser compactados pela agao
da miosina. Essa compactacdo de feixes de actina ¢ importante no processo de formagao

de adesdes via integrinas, podendo inclusive ser regulado por estas proteinas. A a-
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actinina também ¢ capaz de atuar neste processo, unindo as integrinas ao citoesqueleto
de actina (Emsley et al., 2004). As imunofluorescéncias para a oa-actinina da GEO
revelaram um padrao fibrilar ao longo de toda extensdo das células. Em células menos
aplanadas as formacgdes fibrilares eram menos evidentes, possivelmente pela maior
concentragdo de feixes de actina em pequenos didmetros de citoplasma. Em células
aplanadas as marcagdes aparentavam se estender a partir de regides perinucleares e
também se formavam ao longo de projecdes lamelipodiais. De forma semelhante ao que
ocorreu na marcagdo para Bl-integrina, pode-se observar com relativa freqiiéncia uma
marcagdo acentuada em um eixo longitudinal, possivelmente correspondente ao
ordenamento de feixes de actina na dire¢cdo do movimento. Esta similaridade de
marcagdes pode indicar uma possivel interacdo entre a a-actinina e a f1-integrina, o que

estaria de acordo com os dados de dot-blotting a seguir discutidos.

Os resultados de dot-blotting para a-actinina sugerem que esta proteina possua
uma consideravel fragao de sua distribui¢ao nas rafts. Neste trabalho pode-se identificar
a presenga de B1l-integrina nestes microdominios de membrana. Contudo, o0 mesmo nao
se aplicou a vinculina, o que sugere que a ligacdo das adesdes via Bl-integrina ao
citoesqueleto nas rafts possa estar sendo feito por intermédio da a-actinina. Dados da
literatura relatam que a a-actinina pode estar presente nas rafts em células como
neutrofilos e mondcitos, o que possivelmente teria implicagdes em vias de sinalizagdo
membrano-esqueletais ou mesmo na endocitose e trafego de vesiculas (Nebl et al.,

2002; Li et al., 2003).

A proteina talina participa dos complexos de adesdo via integrina, unindo a
subunidade B de integrinas ao citoesqueleto, por si s6, ou por intermédio da vinculina
(para revisdo, ver Ziegler, 2008). A imunoflurescéncia para talina revelou um padrio
fibrilar ao longo de toda a célula e uma sutil marcagdo acompanhando os limites de

algumas formagodes lamelipodiais (Figura 21). Este padrdo mostrou similaridades aos
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observados nas marcacdes de fl-integrina e o-actinina, mas ndo aos de vinculina. A
associacdo da vinculina e da talina leva a uma forte adesdo da célula ao substrato
(Gallant et al., 2005). E possivel propor, portanto, que por se tratar de uma célula de alta
motilidade, a GEO possa valer-se preferencialmente de ligagdes mais fracas do que as

intermediadas pela vinculina na sua adesdo a laminina.

A andlise por dot-blotting revelou que a talina possui uma distribuicao
preferencial em fragdes de densidades proximas, mas fora das referentes a rafis. Um
pequeno numero de trabalhos sugere que esta proteina possa estar associada a
microdominios de membrana em células como linfécitos-T e pertencentes a linhagem

CHO-K1 (Morford, 2002; Mavlyutov, 2007).

A FAK ¢ um uma proteina tirosina-cinase capaz de integrar sinais de integrinas e
fatores de crescimento, promovendo em resposta a ativacdo de varias vias de sinalizagao
intracelulares por sua agdo fosforilativa e/ou autofosforilativa (Schaller et al., 1994).
Estas vias de sinalizagdo culminam, dentre outros eventos, na proliferacdo e migragao
celular (Sieg et al., 2000). A anélise por western-blotting revelou que a GEO ¢ capaz de
expressar esta proteina. A expressao de uma forma ndo funcional de FAK em células de
Schwann, célula andloga a GEO, aparentemente ndo afeta a extensdo de processos
citoplasmaticos, mas diminui a proliferacio destas células, o que resulta na
defasciculacdo axonal (Grove et al., 2007). Além disso, a FAK de células das Schwann
estd envolvida na sinalizacdo de receptores do fator de crescimento epidérmico e do
receptor de laminina (a6p1 integrina) (Grove et al., 2007). E possivel, portanto, que a
expressdo de FAK pela GEO tenha um papel similar na sinalizagdo de laminina,

proliferacdo e fasciculagcdo de axonios olfatorios.

O presente trabalho demonstrou que a GEO apresenta um perfil de proteinas de
adesao compartilhado por outras células gliais, como oligodendrécitos no SNC e células

de Schwann, no SNP. Além disso, a partir dos padrdes de distribuicdo membranar
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dessas proteinas, ¢ possivel propor que as adesdes fibrilares, mas ndo as focais
(positivas para vinculina), estejam associadas as rafts da GEO. Vale ressaltar que as
adesdes fibrilares representam uma importante etapa de eventos migratérios mediados
por integrinas. Dessa forma, este estudo sobre a expressao e distribui¢do de proteinas de
adesdo da GEO deve contribuir para um melhor entendimento dos processos envolvidos

na ades@o e migragdo destas células.

F-actina/ actina de
musculo liso

*B1-integrina

* a-actinina \

(rafts)

* Vinculina
* Talina
* FAK

Figura 25 — Resumo esquematico dos resultados apresentados neste trabalho. A glia
embainhante olfatéria (GEO) pode expressar as proteinas de adesdo B1-integrina, a-
actinina, vinculina, talina e a cinase de adesao focal (FAK), estando as duas primeiras

preferencialmente associadas a rafts lipidicas.
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6. Conclusoes

e Virtualmente todas as células saidas das fatias organotipicas do BO em até 3
dias de cultura sdo células da glia embainhante olfatéria (GEO), imunopositivas

para os marcadores S-100, CNPase e a-actina de musculo liso.

e (¢lulas da GEO saidas de fatias organotipicas do bulbo olfatério (BO) e
aderidas sob substrato de laminina podem apresentar pelo menos 3 morfologias
distintas que variam aparentemente de acordo com seu estado migratorio.
Morfologias aplanadas e tripolares representam formas mais aderidas, com

reduzido potencial de migracdo em relagdo a morfologia bipolar.

e Os padroes fibrilares de marcacao das proteinas B1-integrina, a-actinina, talina,
bem como as pequenas regides periféricas de marcagdo fibrilar da vinculina
(adesoes focais) sdo caracteristicos de células ou regides celulares mais aderidas
da GEO, com maiores lamelipddios. Células de aparente maior motilidade, em

contra partida (bipolares), apresentam marcacdes fibrilares pouco evidentes.

e Possivelmente as adesdes fibrilares, mas ndo as adesdes focais (positivas para

vinculina), estdo associadas as rafts da GEO.

e Da mesma forma que células de Schwann, a GEO expressa cinase de adesao

focal (FAK), o que teria provaveis implica¢des na sinalizacao de laminina.
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7. Perspectivas

e Analisar os componentes de adesdo célula-matriz extracelular expressos pelas células

da glia embainhante olfatéria (GEO) em condi¢des de culturas tridimensionais.

e Verificar a influéncia do bloqueio da proteina RhoA e de proteinas de adesdo na

migracao da GEO.

e Identificar componentes de matriz extracelular secretados pela GEO.

e Analisar a fosforilacdo de proteinas de adesdo como a vinculina e a paxilina na GEO.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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