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Resumo



SOUZA, C. C. R. Expressdao imuno-histoquimica da Miosina Va no cerebelo
humano no periodo pds-natal. 2010. 49f. Dissertacdo (mestrado) — Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

A Miosina V, integrante da classe de miosinas ndo-convencionais, € um motor
molecular baseado em actina encontrada em células eucarioticas. Esta proteina esta
envolvida em processos importantes para a manutencdo das células, como por exemplo:
extensdo dos cones de crescimento, transporte axonal, citocinese, contracdo muscular,
transporte de organelas no citoplasma e fagocitose. Utilizando anticorpo policlonal
monoespecifico purificado por afinidade, foi possivel investigar a localizagdo celular
dessa proteina em cerebelo humano durante o periodo pos-natal, do dia do nascimento
até o envelhecimento. Os tecidos obtidos de autdpsias foram fixados em formalina
tratados para inclusdo em parafina, cortados com 5um de espessura e incubadas com o
anticorpo priméario de coelho anti-M-Va. A detec¢do do anticorpo primario foi feita
através de incubacdo com o anticorpo secundario de porco anti-coelho biotinilado
seguido por tratamento com Kit Elite ABC. A reacdo da peroxidase foi revelada
utilizando-se como substrato agua oxigenada e DAB. A expressao da M-Va foi
detectada nas CM, CP e CG no cerebelo de criancas, adulto e idoso. Nos cerebelos
adulto e idoso, a CM apresentou uma marcacdo com aspecto radiado. Além disso, foi
observada na CM marcacdo de interneurénios (células em cesto e estreladas). Uma
expressdo forte da M-Va foi observada em regides perinuclear e subcortical do
citoplasma das células de Purkinje em todas as idades estudadas. Foi observado
também, nestas mesmas células, estruturas semelhantes a vesiculas no citoplasma. Néao
detectamos marcacdo no nucleo das células de Purkinje. A expressdo da M-Va nos
dendritos das células de Purkinje foi conspicua, tanto em estruturas vesiculares como
em microtubulos dos dendritos e/ou fibras trepadeiras. O citoplasma das células
granulares foi intensamente marcado em todas as idades. O anticorpo anti-M-Va marcou
fibras na substéncia cinzenta, neuronios, fibras e varicosidades no nucleo denteado
cerebelar. Alguns neurbnios apresentaram marcagdo de nucléolo. Os citoplasmas de
neurdnios pequenos apresentaram marcacgdo mais intensa do que 0s neurdnios maiores,
que exibiram uma marcacdo do tipo puntata e perinuclear. A M-Va exibiu uma
expressao diferencial durante o primeiro ano pos-natal. A CGE estd bem desenvolvida
no inicio do primeiro ano pos-natal, porém sua marcagdo nao foi observada no cerebelo
de 12 meses pos-natal. As células granulares prospectivas na ZP da CGE apresentaram

intensidade de marcacéo fraca ou imperceptivel comparado com aquelas da ZPM, onde



a marcacdo da M-Va foi bem definida. A M-Va foi fortemente e diferencialmente
expressada pela CM, cuja porgéo pial, mais externa, apresentou marcagao mais intensa
do que a porcdo interna. As fibras gliais de Bergman também foram marcadas.
Observamos células granulares com perfil migratério marcadas com anti-M-Va.
Tomados em conjunto, estes resultados sugerem que a expressdéo da M-Va é
aparentemente constitutiva e desenvolvimento-dependente e sua localizagdo pode
sugerir sua participacdo no transporte de vesiculas , organelas e membranas celulares,

bem como na fun¢éo e/ou morfologia sinaptica e na migracdo neuronal.

Palavras-chave: Miosina VVa. Desenvolvimento cerebelar. Humano.



Abstract



SOUZA, C. C. R. Immunohistochemical expression of Myosin Va in the human
cerebellum at postnatal period. 2010. 49f. Dissertacdo (mestrado) — Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

Myosin Va is an integrant of non-conventional myosin class and an actin-based
molecular motor founded in eukaryotic cells. This protein is involved in important
processes for cellular maintenance like cone guidance growth, axonal transport,
cytokinesis, muscular contraction, organelles trafficking in the cytoplasm and
phagocytosis. Using a monospecific polyclonal antibody purified by affinity, it was
possible to investigate the cellular localization of this protein during the postnatal, adult
and elderly human cerebellum development. The tissues obtained from autopsies were
fixed in formalin, treated for inclusion in paraffin, cutted at 5um of thickness and
incubated with a rabbit primary antibody anti-MVa. The detection of the primary
antibody was carried out through incubation with biotinilated porcine secondary
antibody anti-rabbit followed by treatment with ABC Elite Kit. Peroxidase reaction was
revealed using hydrogen peroxide as substrate and DAB. Myosin Va expression was
detected in ML, PL and GL of children, adults and elderly cerebellum. At adult and
elderly cerebellum the ML presented labeling with radial aspect. Besides, it was
observed labeling of neurons (basket and star cells) in ML. A strong expression of MVa
was observed at perinuclear and subcortical regions of cytoplasm of Purkinje cells in all
of the ages studied. It was observed, in these cells, structures similar to vesicles in the
cytoplasm. We do not detect labeling in Purkinje cells nucleus. MVa expression in
Purkinje cells dendrites was conspicuous as in vesicular structures as in dendrites
microtubules and/or climbing fibers. The cytoplasm of granular cells was intensely
labeled in all ages. Anti-MVa antibody labeled fibers in grey substance, neurons, fibers
and varicosities at the cerebellum dentatus nucleus. Some neurons presented nucleolus
labeling. Small neuronal cytoplasm presented stronger labeling than bigger neurons,
which exhibited punctata and perinuclear labeling. MVa exhibited a differential
expression during the first postnatal year. The EGL is well developed at the beginning
of the first postnatal year, but its labeling was not observed in the 12-month postnatal
cerebellum. Prospective granular cells in PZ of EGL presented weak or imperceptible
labeling compared to those of PMZ, where the labeling was not well defined. MVa was
strongly and differentially expressed by ML, whose more external pial portion
presented more intense labeling than the inner portion. Bergman’s glial fibers were

labeled too. We observed granular cells with migratory profiles labeled with anti-MVa.



Taken together, these results suggest that the expression of M-Va is apparently
constitutive and development-dependent and its location may suggest their involvement
in vesicles, organelles and membranes trafficking, as well in the synaptic function and/

or morphology and neuronal migration.

Key words: Myosin Va, Human cerebellum development
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Introducéo

1. Corticogénese Cerebelar

O cortex cerebelar, por ser um sistema que combina os trés padrBes classicos de
desenvolvimento neural em uma Unica regido do encéfalo: movimentos morfogenéticos,
formacéo de estruturas ganglionares e formacéo de camadas corticais, € uma das regides
mais bem estudadas do sistema nervoso (HATTEN E HEINTZ, 1995).

A superficie cerebelar humana apresenta um grande crescimento entre a 132
semana gestacional e o 4° més pds-natal e adquire neste periodo a maioria de suas
caracteristicas maduras (RAKIC E SIDMAN, 1970).

Durante as 10 primeiras semanas gestacionais o cortex cerebelar humano, assim
como o dos primatas, é formado por uma estrutura chamada neuroepitélio constituida
por duas camadas celulares: a camada marginal e a camada intermediaria.

Entre 10 e 20 semanas gestacionais, o coOrtex € composto por trés camadas
celulares. No periodo de 10 a 11 semanas gestacionais surge a camada germinativa
externa (CGE), localizada acima da zona marginal (RAKIC E SIDMAN, 1970). As
células granulares que compdem a CGE surgem a partir da proliferacdo de células no
trigono germinativo e migram tangencialmente através da superficie cerebelar. Depois
de estabelecida a camada germinativa externa, podemos observar duas regides distintas:
a zona proliferativa (ZP), proxima a pia, onde ocorre a proliferacdo das células
granulares e a zona pré-migratoria (ZPM), localizada entre a ZP da CGE e a camada
molecular (CM). Neste periodo é possivel visualizar na ZPM células bipolares
orientadas paralelamente a superficie cerebelar (RAKIC E SIDMAN, 1970). Ap6s a 13°
semana gestacional, ha significante proliferacdo das células do neuroepitélio ventricular,
de onde surgem as células de Purkinje, astrdcitos, células gliais e células ganglionares
do nacleo denteado (ZECEVIC E RAKIC, 1976).

No periodo seguinte, de 20 a 30 semanas gestacionais, 0 cortex apresenta-se
dividido em cinco camadas: a CGE, a CM, a camada de células de Purkinje (CP) a
lamina dissecans (LD), presente no cerebelo humano e de outros primatas, e a camada
granular (CG). A lamina dissecans, localizada entre as camadas granular e de células de
Purkinje, € uma camada acelular e ndo é visualizada em todo o folium, mas
principalmente na profundidade da fissura prima. Neste periodo ja houve uma migragéo
massiva de células da CGE em direcdo ao interior do cerebelo, iniciando assim a

formacéo da CG.
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O periodo seguinte vai de 30 a 32 semanas gestacionais até o primeiro ano pos-
natal e o cortex esta dividido em quatro camadas celulares: a CGE, que fica cada vez
mais estreita a medida que as células granulares migram para a CG; a CM, que aumenta
em espessura durante a corticogénese; a CP disposta em monocamada e a CG. A lamina
dissecans desapareceu neste periodo.

No segundo ano pos-natal o cortex cerebelar ja tem a citoarquitetura do cerebelo
adulto, composto por trés camadas celulares: camada molecular, camada de células de
Purkinje e camada granular (RAKIC E SIDMAN, 1970).

2. Migracdo Neuronal Durante a Corticogénese Cerebelar

As células nervosas imaturas possuem uma capacidade extraordinaria para se
moverem antes de assumirem sua posicao final e estabelecerem sinapses permanentes.
A maioria dos neurdnios durante o desenvolvimento do sistema nervoso de vertebrados
é gerada em locais diferentes daqueles em que eles residirdo no encéfalo adulto. Em
muitas estruturas laminares do encéfalo de mamiferos, tais como o cortex cerebral e o
cerebelar, neurénios gerados mais tardiamente passam por aqueles gerados primeiro.
Portanto, a migracdo de células neuronais pode ser considerada uma “necessidade
biologica” que torna possivel a comunicagdo entre neurdnios formados em tempos
distintos do desenvolvimento, antes deles estabelecerem suas conexdes sinapticas
(RAKIC, 1990).

O cerebelo ¢ um sistema apropriado para o estudo da migracdo neuronal, pois
apresenta um grande numero de neurdnios granulares migratdrios, apenas cinco tipos
neuronais (Células de Purkinje, células granulares, células de Golgi, células estreladas e
células em cesto) e devido a sua citoarquitetura estereotipada e repetitiva ao longo do
cortex. Enquanto no hipocampo e no cortex cerebral a migracéo ocorre essencialmente no
periodo embrionario, no cerebelo ela continua no periodo pds-natal, o que facilita seu
estudo.

A migracdo de celulas granulares cerebelares representa um evento celular
fundamental e essencial ao desenvolvimento do cortex cerebelar humano. O fenémeno
da migracdo da célula granular cerebelar através da camada molecular, de forma
ordenada e sequencial, foi observado primeiramente por Ramon y Cajal, em 1891,
utilizando microscopia de luz. Os neur6nios granulares do cerebelo sofrem varios tipos
de migracdo & medida que se desenvolvem de progenitores mitdticos a neurbnios
maduros (RAKIC, 1971; 1990). A formagdo da CGE, situada logo abaixo da pia-mater,



19

ocorre pela migragdo das progenitoras das células granulares localizadas no labio
rombico, tangencialmente a superficie pial cerebelar entre 10 e 13 semanas gestacionais.
A CGE pode ser dividida em duas zonas distintas: a zona proliferativa (ZP) e a zona
pré-migratoria (ZPM). Na ZP no plano sagital, as células sao arredondadas. Na ZPM em
plano coronal, elas tornam-se bipolares, com processos horizontais paralelos a
superficie pial. Antes de iniciarem a migragdo radial, coincidente com a extensdao dos
processos horizontais, as células granulares migram tangencialmente (RYDER E
CEPKO, 1994) na dire¢ao dos processos mais longos (KOMURO e cols., 2001), de
maneira glia-independente.

No proximo estagio, um processo descendente (chamado processo lider) e
orientado verticalmente ¢ langado ao longo das fibras gliais de Bergmann e as células
assumem uma forma de “T”. O corpo celular destas células também toma uma forma
bipolar e os processos horizontalmente orientados transformam-se nas fibras paralelas,
os axonios das células granulares. As fibras gliais de Bergman, com as quais os
processos lider das células granulares estabelecem contato, t€ém seus corpos celulares
localizados proximos as células de Purkinje ¢ enviam seus processos em forma de
candelabro até a superficie pial, onde sdo fixados seus pés terminais. A célula granular
migra da CGE passando pela CM e pela CP até atingir seu destino na CG. A medida
gue comecam a se movimentarem através da camada molecular as células granulares
migratorias deixam um axonio vertical chamado processo trailing (RAKIC, 1971).

Muitas células granulares em sucessdo seguem a mesma fibra glial de Bergmann;
as fibras paralelas mais profundas sdo derivadas das primeiras células que migraram e
aquelas proximas a superficie pial, das ultimas (SIDMAN E RAKIC, 1973).

O movimento das células granulares na migra¢do radial ¢ caracterizado por
alternancia de fases estacionarias curtas com movimentos para frente (em direcdo a CG)
ou em direcdo a superficie pial, porém, com menor intensidade e freqliéncia de saltos
(KOMURO E RAKIC, 1995). Na aposi¢ao neurdnio-glia de células em movimento, foi
descoberta uma junc¢do especializada chamada densidade intersticial que ndo ocorre nas
células estaciondrias apostas as fibras gliais de Bergmann. A func¢do deste elemento na
migracdo pode estar relacionada a comunicagdo, motilidade e/ou adesdo (GREGORY e
cols., 1988). Komuro e Rakic em 1996 sugerem que flutuacdes nos niveis intracelulares
de calcio sdo necessarias para ocorréncia da migracao. Durante a migracdo, as células
granulares alteram sua forma, velocidade e modo de movimento de acordo com as

mudancas de terreno que enfrentam. A expressdo génica alternativa durante sua
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translocacdo da CGE para a CG modularia estas alteracdes de forma e movimento
(KOMURO E RAKIC, 1998; HATTEN, 2002).

O processo de migracdo neuronal ¢ altamente sensivel a varios agentes fisicos,
quimicos e bioldgicos, bem como a mutagdes génicas. Como resultado, a migragao
neuronal defeituosa pode ser considerada a maior causa de malformacgdes cerebelares
grosseiras ou sutis.

Apesar de varios aspectos da migracdo neuronal ja terem sido elucidados (para
revisdo: HATTEN, M. E, 1999; COOPER, J.A., 2008, SCHAEFER, A.; POLUCH, S.;
JULIANO, S., 2008, SAGHATELYAN, A, 2009, VALIENTE, M. E MARIN, O,
2010), a maquinaria molecular que transloca o ndcleo celular durante a migracao radial
e depois na migracdo ndo-radial ainda ndo foi esclarecido (RAKIC, P.; KNYIHAR-
CSILLIKt, E.; E CSILLIKt, B.,1996; KOMURO E RAKIC, 1998). Para que ocorra esse
deslocamento do nucleo é necessaria uma forca mecanica consideravel que inclui um
rearranjo da estrutura citoesquelética, ja que o corpo celular é impulsionado através da
camada molecular em desenvolvimento, ou seja, uma regido densa em fibras paralelas, e
depois translocado através da camada granular até o seu posicionamento definitivo.

Analises, utilizando microscopia eletrbnica, revelaram feixes paralelos de
microtubulos tanto no processo lider, quanto no processo trailing (RAKIC, 1971). O
grande nuimero de microtibulos presentes e de organelas que se deslocam para o
processo lider durante a migracdo radial sugere sua participacdo na migracao neuronal
(RIVAS E HATTEN, 1995). Contudo, o conjunto de proteinas (motores moleculares)
que participam no processo de geracao de forca durante a migracdo neuronal ndo é bem
conhecido (RAKIC, P.; CAMERON, R.S. E KOMURO, H., 1994; FISHELL E
HATTEN, 1991; RIVAS E HATTEN, 1995).

3. Miosina Va (M-Va)

No interior de todas as células eucaridticas existem proteinas que sao responsaveis
pela geracdo de forca e de movimentos necessarios para realizar uma variedade de
tarefas subcelulares essenciais para sustentar a vida. Os motores que se movem ao longo
de filamentos de actina constituem uma superfamilia de diversas proteinas,
coletivamente referidas como miosinas (BERG, J.S.; POWELL, B.C.; E CHENEY
R.E., 2001).

Miosinas sdo mecanoenzimas que interagem com filamentos de actina e

convertem a energia da hidrolise do ATP em forca mecanica, participando, assim, de
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mecanismos da motilidade celular, como por exemplo: extensdo dos cones de
crescimento, transporte axonal, citocinese, contragdo muscular, transporte de organelas
no citoplasma e fagocitose (BERG, J.S.; POWELL, B.C.; E CHENEY R.E., 2001).

Vaérios estudos tém destacado o papel fundamental da Miosina V na distribuicao
intracelular de varios compartimentos vesiculares. Além disso, outros tipos de carga,
como acido ribonucléico mensageiro (ARNm) e reticulo endoplasmético liso (REL)
parecem serem transportados pela miosina V(RECK-PETERSON e cols., 2000). Nos
ultimos anos o que se discute € que o transporte a longa distancia de organelas é
impulsionado por motores baseados em microtibulos (HIROKAWA 1998, 2006),
enquanto que o transporte de curta distancia depende de filamentos de actina e miosinas
ndo-convencionais (DESNOS, C.; HUET, S. E DARCHEN, F, 2007).

A superfamilia miosina abrange muitas classes que desempenham diversas
atividades celulares. Estas classes foram determinadas com base em analises e
comparacOes filogenéticas do dominio motor conservado (FOTH, B.J.; GOEDECKE,
M.C.; SOLDATI, D., 2006).

Dentre as classes de miosinas, a convencional (com duas cabecas e formadoras de
filamentos) é a miosina 1l, as outras sdo constituidas por miosinas nao-convencionais
(ESPREAFICO e cols., 1992; CHENEY E MOOSEKER, 1992; CHENEY e cols., 1993
a,b; MOOSEKER E CHENEY, 1995).

Todas as cadeias pesadas de miosinas conhecidas consistem em um dominio
cabeca ou motor N-terminal, um dominio pesco¢o ou regulatério que € o sitio ligante de

cadeias leves e o dominio cauda, especifico por classe (figura 1).
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Cabega Pescogo

! !

Cadeias Leves

— > Cauda Proximal

/\_g —>  Cauda Medial

— Cauda Globular

Figura 1. Diagrama esquemdtico da estrutura da M-Va. Em vermelho estd representado o
dominio cabega seguido pelo dominio pescoco representado pela cor verde e azul. Em seguida, a cauda,
gue esta dividida em caudas proximal (regido coiled coil, representada por duas linhas na cor rocha,

entrelacadas), medial e globular na cor amarela (LARSON, 1996).

As diferentes classes de miosinas apresentam grande homologia no dominio
cabeca, e diferem nos dominios pescoco e cauda (MOOSEKER E CHENEY, 1995). A
regido da cabeca contém sitios ligantes de ATP, que fornece energia para a locomocéo.
O dominio pescoco e formado por uma ou mais copias de uma sequéncia consenso,
conhecida como motivo 1Q, que apresenta a seguinte sequéncia de aminoacidos:
IQxxXRGxxxRxxY, 0 que consiste em sitios potencialmente ligantes de calmodulina ou
cadeias leves relacionadas. Este dominio atua como um brago de alavanca, amplificando
pequenos movimentos realizados pelo dominio cabeca (ESPREAFICO, E.M. e cols.
1992). O dominio cauda apresenta uma grande variacao de estrutura e funcdo dentre as
classes de miosinas e mesmo dentro de uma dada classe especifica, como a miosina-I.
Esse dominio cauda fornece o ponto de ancoramento que mantém a posicdo da cadeia
pesada e determina a especificidade funcional do dominio motor. (MOOSEKER E
CHENEY, 1995, FOTH, B.J.; GOEDECKE, M.C.; SOLDATI, D., 2006). Na Miosina
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V este dominio constitue-se em duas regides: a a-hélice dupla (coiled coil ou espiral
espiralizada) e a regido globular que interage com a carga.

Como as classes de Miosinas | e Il, as miosinas da classe V sé&o amplamente
expressas, com membros caracterizados em vertebrados e levedura.

A Miosina V de vertebrado foi descrita primeiramente como uma proteina ligante
de calmodulina purificada de cérebro de mamifero com atividade de ATPase
(LARSON, R.E.; PITTA, D.E.; FERRO, J.A.,1988, LARSON, R.E.; ESPINDOLA,
F.S.; ESPREAFICO, E.M 1990; ESPINDOLA e cols., 1992). Posteriormente foi
classificada como uma miosina nova, com sequéncia semelhante a de duas miosinas
ndo-convencionais descobertas em levedura, S. cerevisiae, e em camundongos,
respectivamente (ESPREAFICO e cols., 1992).

Apesar da miosina V ser expressa na maioria dos tecidos de vertebrados, ela é
mais abundante no tecido nervoso e nas células neurosecretoras (ESPINDOLA e cols.,
1992). Esta proteina também foi detectada em células epiteliais intestinais
(HEINTZELMAN, M.B.; HASSON, T.; MOOSEKER, M.S. 1994).

Em vertebrados a classe de Miosina V inclui trés formas moleculares Va, Vb, e Vc
(BERG, J.S.; POWELL, B.C.; E CHENEY R.E., 2001), todas elas expressas
diferencialmente em cérebro, pulméo, rim, estdmago, pancreas, jejuno e célon
(RODRIGUEZ E CHENEY 2002). Em neur6nios e células gliais é observada vasta
marcacdo puntiforme (granular) em regies do cone de crescimento ricas em organelas e
em regido perinuclear (ESPREAFICO e cols., 1992; EVANS, L.L.; HAMMER, J.;
BRIDGMAN, P.C.1997; SUTER e cols., 2000).

A M-Va é amplamente distribuida em muitas regides do encefalo de camundongos
(MERCER e cols., 1991), embora uma marcacdo intensa fosse relatada em tipos
celulares especificos, como as células de Purkinje do cerebelo (ESPINDOLA e cols.,
1992; ESPREAFICO e cols., 1992, TILELLI e cols., 2003), a camada plexiforme da
retina (SCHLAMP E WILLIAMS, 1996) e neur6nios do glanglio mientérico
(DRENGK e cols., 2000). Em comundongos dilute (STROBEL e cols., 1990; MERCER
e cols.,, 1991) e em ratos dilute-opisthotonus (DEKKER-OHNO, K.; ODA, S,
YAMAMURA, H.; KONDO, K.1993; FUTAKI e cols., 2000), nos quais a expressao da
M-Va € deficiente, ndo s6 a cor do pélo destes animais é afetada, mas filhotes
homozigdticos manifestam graves defeitos neurologicos (convulsdes e alteracbes no
equilibrio e na postura) e morrem dentro de cerca de trés semanas apds 0 nascimento

(FUTAKI e cols., 2000). A cor diluida dos pélos destes animais é devido ao transporte
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defeituoso de granulos de melanossomas no interior dos melandcitos (RECK-
PETERSON e cols., 2000; WU, X.; JUNG, G. E HAMMER III, J. A. 2000,
ESPREAFICO e cols., 1998). Porém, as bases celulares das alteragdes neurologicas,
ainda ndo foram totalmente esclarecidas. Caracteristicas semelhantes séo observadas em
humanos com a sindrome de Griscelli Tipo | (GRISCELLI, C.; PRUNIERAS, M.1978),
uma doenca recessiva, caracterizada por albinismo parcial e graves disturbios
neuroldgicos (hipotonia, retardo mental, epilepsia e ataxia).

A identificacdo dos motores moleculares envolvidos nos processos do
desenvolvimento cerebelar, em especial a M-Va, ajudaria no entendimento do
desenvolvimento cortical normal assim como a compreensdo da patogénese de
desordens que ocorrem durante o desenvolvimento.

No presente estudo, nés usamos um anticorpo purificado por afinidade contra M-
Va de cérebro de pintainho, para delinear sua expressao no cerebelo humano no periodo

pos-natal.
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Objetivos

O uso do cerebelo como modelo de desenvolvimento neural permite a

correlagéo entre eventos morfoldgicos e moleculares. Desse modo, propomos:

1. Estudar a expressdo imuno-histoquimica da M-Va no cerebelo humano

durante o periodo pos-natal.



Materiais e Métodos
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Materiais e Métodos

1. Tecido Humano

Foram utilizados tecidos cerebelar humano obtidos de autdpsias realizadas no
Departamento de Patologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo. Os tecidos sdo provenientes de pacientes
sem histéria de doencga neuroldgica ou psiquiatrica, e sem evidéncia de patologia
neuroldgica detectavel pelo exame macroscopico e microscopico do Sistema Nervoso.
O exame neuropatologico foi realizado pelos Profs. Leila M.C. Chimelli e Luciano N.
Serafini. O uso do material foi aprovado pela Comissdo de Etica do HC FMRP-USP.
Usamos 29 casos entre recém nascido a termo e 98 anos de idade. A idade, a causa
mortis, o intervalo entre o débito e a fixa¢do foram determinados pela historia clinica e

autopsia.

2. Processamento tissular para imuno-histoquimica

Os tecidos cerebelares humanos foram fixados em formalina 10% (v/v). O tecido
fixado foi desidratado em etanol, diafanizado em xileno e emblocado em parafina. Os
blocos de tecidos foram cortados em micr6tomo modelo RM 2065 (Leica) com 5 pm de
espessura. As seccOes foram dispostas em laminas revestidas com gelatina e

cromalumen.

3. Coloragio com hematoxilina e eosina (HE)

Seccdes cerebelares parafinizadas de todas as idades foram colocadas em laminas
revestidas com silano e coradas por HE para avaliacdo da preservacao tecidual e
padronizacdo da regido do vermis ou hemisfério a ser utilizada. Apos a coloragéo, as
secgOes (5um) foram desidratadas em etanol, diafanizadas em xilol e montadas sob

laminula com Permount (Fisher).
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4. Recuperacdo da antigenicidade

A recuperacdo antigénica foi estabelecida a partir de modificacdo do método
descrito por Martins e cols., (1999) e Zanardo e cols., (1997).

As laminas com seccdes de tecido desparafinizadas foram colocadas em suportes
plasticos para laminas e em seguida em 800ml de tampdo Citrato de S6dio 10mM, pH
6,0 em Béker de vidro, e tratadas durante 20 minutos (dois tiros de 10 minutos com um
intervalo de um minuto entre eles), com poténcia nominal 900watt em aparelho de
microondas NN-S66B (Panasonic). Antes de dar continuidade a técnica de imuno-
histoquimica, houve uma pausa para que o tampdo contido no Becker voltasse a

temperatura ambiente.

5. Imuno-histoquimica

Primeiramente as seccdes (5um) foram desparafinizadas e hidratadas. A seguir
realizamos a recuperacdo antigénica conforme o procedimento anteriormente descrito.
Apbs resfriamento, as seccGes foram incubadas com solucdo de H,O, 3% (v/v) em
tampédo PBS [tampdo fosfato de sodio 0,05 M, pH 7, 4, contendo NaCl 0,9% (p/v)] para
blogueio da atividade da peroxidase endégena. Em seguida as sec¢des foram incubadas
com tampdo Tris-Glicina 0,1M, pH 7, 4, por 30 minutos e depois com tampdo de
blogqueio [tampdo fosfato de sddio 0,02 M, pH 7, 4, contendo: NaCl 0,45 M, Triton X-
100 0,3%(Vv/v), leite em pd desnatado (Molico) 2,5% (p/v) e soro de jumento ndo-imune
15% (v/v)] durante 4 horas, para bloqueio dos grupamentos aldeido livres e para
minimizar a interacdo do anticorpo primario com sitios de ligacdo inespecifica no
tecido, respectivamente.

Para a rea¢do imuno-histoquimica foi utilizado o anticorpo primario coelho anti-M-
Va diluido em tampé&o de bloqueio a 1:25(v/v). Nas sec¢des utilizadas como controles
do experimento, houve omissdo do anticorpo primario que foi substituido por tampdo de
bloqueio. Para cada seccdo testada durante o experimento foi obtido um controle. A
incubacdo ocorreu por aproximadamente 16 horas e em seguida as secc¢Oes foram
lavadas com tampéao B [tampéo fosfato de sddio 0,02 M, pH 7,4 contendo: NaCl 0,45 M

e Triton X-100 0,3% (v/v)].O anticorpo secundario empregado para deteccdo do
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anticorpo primario foi 1gG de porco anti-coelho biotinilado ( Dako0353) diluido a 1:
200 em tampé&o de bloqueio. A seguir, as sec¢des foram incubadas com o complexo
avidina-biotina-peroxidase (Kit Elite ABC, Vector). A deteccdo foi baseada na reagédo
da peroxidase, utilizando-se H,O, e 3,3 — diaminobenzidina (DAB). A reagdo foi
interrompida com H,O destilada.

As seccdes foram entdo desidratadas com etanol (Merck), diafanizadas em xilol
(Merck) e montadas sob laminula com Permount (Fisher).

Todos os procedimentos foram realizados a temperatura ambiente, exceto o da
recuperacdo antigénica.

A andlise das secc¢des foi feita em microscéopio dptico Jenamed 2 (Carl Zeiss) e lupa
SZH10 (Olympus) e as microfotografias em microscopio 6ptico BX60(Olympus).

6. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida, Sistema SDS-PAGE

As amostras de cerebelo obtidas para SDS-PAGE e Western blot foram aplicadas
em gel de poliacrilamida com gel de empilhamento a 5 % e gel de separacdo a 8%,
segundo o método descrito por Laemmli e Favre (1973). O gel de empilhamento
consiste em tampdo Tris-HCI 0,126 M, pH 6,8 contendo N, N, N’, N’
tetrametilenodiamina (TEMED) 0,125% (v/v), persulfato de aménio 0,063%(p/v), SDS
0,1% e acrilamida-bisacrilamida 5% (p/v).O gel de separacdo € composto de tampédo
Tris-HCI 0,378 M, pH 8,8 contendo TEMED (N, N, N’, N’ tetrametilenodiamina)
0,125%(v/v), persulfato de amonio 0,063%(p/v), SDS 0,1% e acrilamida-bisacrilamida
8%(p/v).

Foram aplicados 40,8ug de proteina do homogeneizado total de cerebelo de rato em
cada poco do gel de empilhamento. O padrdo de peso molecular (6H, Sigma) foi fervido
durante 50 segundos, aplicado nos pocos laterais do gel e continha as proteinas: miosina
de mdsculo de coelho (205 kDa), R-galactosidase de Escherichia coli (116 kDa),
fosforilase B de musculo de coelho(97,4 kDa), albumina de soro bovino(66kDa),
ovoalbumina(45 kDa), anidrase carb6nica de eritrocito bovino (29 kDa).

O gel foi colocado numa cuba para eletroforese preenchida com tampéo Tris 25mM
e Glicina 190mM, contendo SDS 0,1%. A eletroforese foi conduzida a 10mA durante a
corrida na regido de empilhamento do gel e a 15mA durante a corrida na regido de

separacdo, durante aproximadamente 1 hora.



31

7. Eletrotransferéncia

Apds a eletroforese, a proteinas presentes no gel de poliacrilamida foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Hybond C Extra, Amersham), de
acordo com o procedimento estabelecido por Towbin e cols., (1970). O gel foi colocado
em contato com a membrana num conjunto formado sucessivamente por: placa acrilica,
esponja, papel de filtro, gel, membrana de nitrocelulose, papel de filtro, esponja e placa
acrilica. A transferéncia foi conduzida sob voltagem constante de 30 V durante 2 horas,
numa cuba para transferéncia, em tampdo Tris 25mM e Glicina 190mM, contendo SDS
0,1%(p/v) e etanol 18,75%(V/V).

A seguir, a membrana de nitrocelulose foi corada com Ponceau S (USB) 5% (p/v),
diluido em &cido tricloroacético (Merck) 3% (p/v) durante 30 minutos e lavada com
uma solucdo descorante, &cido tricloroacético 3% (p/v), para visualizacdo e marcagao

das bandas referentes aos padrdes de peso molecular utilizados.

8. Western blot

Apdbs secagem, a membrana de nitrocelulose foi lavada com tampédo de lavagem
[tampdo Tris HCI 50mM, pH 7,5, contendo NaCl 150mM e Triton X-100 0,1% (v/v)] e
submetida ao bloqueio de sitios de ligacdo inespecifica com tampao de bloqueio [
tampdo B contendo leite em p6 desnatado(Molico) 2,5%(p/v)] e soro de jumento néo-
imune 5% (v/v) durante 2 horas. Em seguida, foi realizada a incubacdo com o anticorpo
primaro coelho anti-M-Va (Transduction Laboratories) diluido 1:200(v/v) em tampédo
de bloqueio durante 3 horas.O controle negativo foi obtido pela omissdo do anticorpo
primario, que foi substituido por tamp&o de bloqueio.Apos lavagens com tampéo de
lavagem a membrana foi incubada com o anticorpo secundario anti-coelho conjugado
com fosfatase alcalina (Promega) diluido 1:2000(v/v) em tampdo de bloqueio durante 1
hora.Ao término da incubagdo a membrana foi lavada com tampé&o de lavagem e tampao
Tris-HCI 0,1 M, pH 9,5, contendo NaCl 0,1 M e MgCl, 1g/L. A revelacéo foi feita pela
reacao da fosfatase alcalina, usando nitro blue tetrazolium (NBT) e 5-bromo-4-chloro-3-

indolylphosphate (BCIP) (Promega). A reacdo foi interrompida com agua destilada.



32

O imunoblot foi fotografado e analisado utilizando o programa GelPro-Analyzer
v.3.1 (Media Cybernetics).

9. Purificacdo do anticorpo anti-M-Va

O anticorpo Anti-M-Va foi feito em coelhos contra uma proteina de fusdo contendo
residuos de aminoécidos do dominio cabe¢a da miosina Va de galinha, que havia sido
expressa na cepa BB4 de E. coli (ESPREAFICO e cols., 1992). A proteina de fuséo foi
purificada por eletroeluicdo de SDS-PAGE. O anticorpo Anti-BM-Va foi purificado por
afinidade utilizando purificado de Miosina Va de galinha eletrotransferido para uma
membrana de nitrocelulose (Hybond-C extra da Amersham) (TOWBIN e cols., 1979).
As membranas foram lavadas com TBS, e o anticorpo foi entdo eluido com trietilamina
100 mM, pH 12,2. O pH do eluido foi ajustado para 8 com 1,0 M Tris-HCI, pH 8,0. O
eluato foi dialisado contra TBS, e concentrado em 1 ml, de 4 °C. A concentragdo final
do anticorpo Anti-M-Va purificado por afinidade foi de 0,5 mg / ml.
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Resultados
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Resultados

O grupo de 29 pacientes estudado neste trabalho compreendem 7 adultos de 19-53
anos de idade, 6 idosos de 63-98 anos de idade, e 16 criancas de recém nascido a termo
- 9 anos de idade.

As seccdes de tecido utilizadas como controles, nas quais houve omissdo do
anticorpo primario, ndo mostraram imunorreatividade (Fig. 1, H). O anticorpo Anti-M-
Va foi monoespecifico, conforme determinado pela analise do imunoblot (Fig. 1, G).

A expressao da M-Va foi detectada nas CM, CP e CG no cerebelo de criancas com
mais de ano, adulto e idoso (Fig. 1, A, M). Nos cerebelos adultos de 19-53 anos e nos
cerebelos idosos de 63-98 anos de idade, a CM apresentou uma marcagdo com aspecto
radiado (Fig. 1, B, M). Além disso, foi observada marcacdo de interneurdnios (células
em cesto e estreladas) na CM (Fig. 1 C, M, N). Uma expressdo forte da M-Va foi
observada em regides perinuclear e subcortical do citoplasma das células de Purkinje
em todas as idades estudadas (Fig. 1, A, D, M, O) Foi observado também, nestas
mesmas ceélulas, estruturas semelhantes a vesiculas no citoplasma [Fig. 1,D, O (em
destaque)]. Ndo detectamos marcacgdo no nucleo das células de Purkinje. A expressdo da
M-Va nos dendritos das células de Purkinje foi conspicua, tanto em estruturas
vesiculares como em microttbulos dos dendritos e/ou fibras trepadeiras (Fig. 1N). O
citoplasma das células granulares foi intensamente marcado em todas as idades (Fig. 1,
E). O anticorpo anti-M-Va marcou fibras na substancia cinzenta (Fig. 1, F) neurbnios
(Fig. 11, J), fibras e varicosidades (Fig. 1K, L,) no nucleo denteado cerebelar com
marcacdo de nucléolo em alguns neurénios [Fig. 1, J (em destaque)]. Os citoplasmas de
neurdnios pequenos apresentaram marcacdao mais intensa do que 0s neurdnios maiores,
que exibiram uma marcacao do tipo puntata e perinuclear (Fig. 1, J, K, L).

A M-Va exibiu uma expressdo diferencial durante o primeiro ano pos-natal. (Fig.
1, O, P). A CGE esta bem desenvolvida no inicio do primeiro ano po6s-natal, porém sua
marcacdo nao foi observada no cerebelo de 12 meses pds-natal. As células granulares
prospectivas na ZP da CGE apresentaram intensidade de marcacdo fraca ou
imperceptivel comparado com aquelas da ZPM, onde a marcacdo do foi bem definida
(Fig. 1, P, Q). A M-Va foi fortemente e diferencialmente expressada pela CM, cuja
porcdo pial, mais externa, apresentou marca¢do mais intensa do que a por¢édo interna
(Fig. 10). Esta expressao diferencial parece ser devido a intensa marcacédo de fileiras de
células migratorias apostas as fibras gliais de Bergmann (setas Fig. P). As fibras gliais
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de Bergman também foram marcadas (cabecas de setas Fig.1, P). Observamos células
granulares com perfil migratério marcadas com anti-M-Va [Fig. 1, Q (seta e em
destaque)]. O perfil migratorio é caracterizado pela forma alongada da célula, pelo
posicionamento do nucleo na porcéo posterior do corpo celular, pela presenca de

processos lider e trailing e pela proximidade da célula a fibra glial de Bergmann.
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Adult

Elderly

Infant

Figura 1. Expressdo imuno-histoquimica da M-Va no cerebelo humano. A, CM, CP, CG do cerebelo adulto. B,
CM com aspecto radiado. C, interneurdnios na CM. D, intensa marcagdo nas regides perinuclear e subcortical das
células de Purkinje. E, CG do cerebelo adulto. F, fibras na substancia branca. G, Western blot, H branco. I, visdo
geral do nucleo denteado. J, neurdnios, alguns com marcagdo de nucléolo (em destaque), fibras e varicosidades do
nlcleo denteado. K, neurdnio do nlcleo denteado com processo longo. L, neurbnio com marcacdo de dendrito e
axbnio. M, CM, CP, CG do cerebelo idoso. N (cabeca de seta) estruturas vesiculares, microtibulos dos dendritos e/ou
fibras trepadeiras da CP e interneurdnio na CM (seta). O, presenca de quatro camadas cerebelares e célula de Purkinje
com marcacdo de varicosidades em regido perinuclear (em destaque). P, fibras gliais de Bergmann (cabegas de setas).
Q (seta e em destaque), célula com perfil migratério. Barras: A, L, O, 50um; B, C, F, H, J, K, M 100um; D, E, N, P,
Q, 20pm; I, 200pm.
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Discussao

A Miosina V representa uma classe de motores moleculares envolvidos no
transporte de organelas e ARN em Varios organismos. Sua associa¢do em encéfalo, com
terminais nervosos (PREKERIS e TERRIAN, 1997), vesiculas sinapticas e proteinas
associadas a estas vesiculas (PREKERIS E TERRIAN, 1997; COSTA e cols., 1999.)
bem como, com movimentos de organelas em axoénios (HOLLENBECK P.J. e
SAXTON W. M., 2005) sugerem um papel funcional das miosinas no transporte de
organelas As miosinas apresentam um dominio mecano-quimico conservado, capaz de
transformar a energia quimica da hidrélise do ATP em geracdo de forca e movimento ao

longo de filamentos de actina

Na literatura ndo ha nenhum trabalho sobre a localiza¢do imuno-histoquimica da
M-Va no cerebelo humano durante este periodo. Este trabalho mostra a expressdo desta
proteina no cerebelo desde o recém nascido a termo até o idoso, ajudando-nos a

esclarecer a fungdo da M-Va no processo de desenvolvimento cerebelar.

A selecdo dos casos utilizados para este trabalho, foi feita através de analise das

seccdes coradas com HE que apresentaram melhor preservacdo de suas estruturas.

A especificidade do anticorpo anti-M-Va utilizado foi confirmada por Western
blot, no qual uma banda com peso molecular aparente de 190 kDa foi detectada em
amostras de homogeneizado total de cerebelo de rato (ESPINDOLA e cols., 1992;
COSTA e cols.,, 1999). Nas seccbes que foram utilizadas como controle dos
experimentos de imuno-histoquimica ndo foi detectada marcagdo, o que indica que a

deteccdo de M-Va foi método-especifica.

De acordo com o estudo de Tilelli e cols., 2003, detectamos marcacao intensa da
M-Va em corpos e dendritos das células de Purkinje e células granulares.A CM mostrou

consideravel marcacdo de dendritos das células de Purkinje e/ou fibras paralelas.

A imunolocalizacdo das CM, CP e CG dos cértices cerebelares de adulto e idoso
ndo apresentaram diferencas significantes na intensidade de marcacdo durante este
periodo. A migracdo dos neurénios que vao formar as camadas cerebelares se d& através

de fibras gliais de Bergman, que saem de corpos celulares localizados proximos as
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células de Purkinje e enviam seus processos em forma de candelabro até a superficie
pial, onde séo fixados seus pés terminais (RAKIC, 1971). A marcagdo com aspecto
radiado, observada na CM indicam que fibras gliais de Bergmann expressam M-Va.
Ainda, na CM foi observada a presenca de interneurdnios A identificacdo destas células
como em cesto ou estrelada foi realizada tentativamente pela observacdo de seu
posicionamento na CM: as células em cesto localizam-se mais proximas das células de
Purkinje, enquanto que as estreladas ficam mais proximas a superficie pial. Como néo
foi detectada marcacdo de seus processos caracteristicos, ndo foi possivel identificar

inequivocamente estes dois tipos de interneurdnios.

Em cerebelo adulto e idoso observamos marcagdo do tipo puntata nas regides
perinuclear e subcortical do citoplasma das células de Purkinje e neurénios do nucleo
denteado. Em cerebelos mais jovens esta marcacdo puntata perinuclear mostrou-se mais
intensa e concentrada ao redor do ndcleo. A marcacdo caracteristica encontrada em
nossos dados corroboram os achados de Espreafico e cols., (1992). Em conjunto, estes

resultados sugerem a expressao da M-Va em organelas citoplasmaticas.

N&o observamos a presenca de M-Va em nucleo. Nossos dados véo de encontro
com os dados de Pranchevicius e cols., 2008, que demonstraram a presenca da miosina
Va no nucleo em varios tipos de células em cultura e em neurdnios de fatias de medula

cerebral.

A marcacdo em fibras localizadas na substancia branca sugerem a expressao da
M-Va nos axo6nios localizados nesta estrutura. Outros dados de nosso trabalho
mostraram a expressdo da M-Va nos dendritos priméarios das células de Purkinje de
maneira notavel, tanto em vesiculas como em microtibulos e/ou fibras trepadeiras.Além
disso, foi detectada uma intensa marcacdo em axonios de neurénios do nucleo denteado.
Vale (2003), Sellers e Veigel (2006) e Yildiz e colaboradores (2003), demonstraram,
através de elegantes experimentos, que a M-Va é um motor processivo e atua dando
suporte aos movimentos de organelas ao longo de trilhas de actina. Hollenbeck P.J. e
Saxton W. M. (2005) ressaltaram que as mitocondrias movem-se em neurdnios ao longo
de filamentos de actina. Isto implica a participacdo de motores moleculares como as
miosinas. Tomados em conjunto, estes resultados suportam a hipdtese da participagdo

da M-Va no transporte axonal.
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O cerebelo apresenta trés matrizes germinativas. No periodo pré-natal, o
neuroepitélio possui células em proliferagcdo que vao dar origem as células de Purkinje e
aos neurdnios dos nucleos profundos. As futuras células granulares originam-se de duas
matrizes germinativas: uma primaria, o trigono germinativo e outra secundaria, a CGE.
Ambas estdo presentes durante o desenvolvimento pré-natal, sendo que a CGE
permanece durante o desenvolvimento pos-natal (ALTMAN E BAYER, 1997). A néo
deteccdo da expressdo de M-Va na ZP da CGE sugere que esta proteina motora ndo tem

participacdo em eventos de divisdo celular na regido do sistema nervoso analisada

Foi observada em cerebelos mais jovens uma marcacao bem definida da ZPM da
CGE e uma marcacao forte e diferencial da CM em sua porcdo pial. Esta expressao
diferencial parece ser devido a intensa marcacdo de fileiras de células migratorias
apostas as fibras gliais de Bergmann. Algumas células com perfil migratério foram
detectadas. A correlacdo entre a Miosina Va e a migracdo neuronal pode ser feita
considerando-se a dependéncia de Ca™ em ambos os processos. A motilidade celular
depende da ativacdo de proteinas do citoesqueleto e proteinas regulatérias e estes
eventos sdo mediados por Ca™". Mudancas nos niveis intracelulares de Ca*™" afetam a
estabilidade do citoesqueleto e de proteinas contrateis e sdo criticas para a ocorréncia da
migracéo neuronal. O controle dos niveis intracelulares de Ca*™ nas células migratorias
pode ocorrer devido a modulacdo da atividade de canais i6nicos e receptores. Os canais
de célcio do tipo N e os receptores ionotrépicos do tipo NMDA sdo essenciais para este
controle. Durante o periodo de migracao, receptores do tipo NMDA podem ser ativados
pelo glutamato extracelular liberado pelas fibras paralelas de células granulares

previamente formadas (RAKIC e cols., 1994).
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Conclusbes

A M-Va foi localizada no cerebelo humano em todos os tipos neuronais principais e

sua expressdo é aparentemente constitutiva e desenvolvimento-depedente.

A localizacdo da M-Va no cerebelo humano pode sugerir sua participacdo no
transporte de vesiculas, organelas e membranas celulares, bem como na funcdo e/ou

morfologia sinaptica e na migragédo neuronal.
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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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