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RESUMO

Folador, T.S. Expressao dos receptores de glutamato do tipo NMDA no cerebelo
de aves durante o envelhecimento [Dissertacdo]. Sdo Paulo: Universidade Cidade
de Sao Paulo; 2008.

O envelhecimento € um processo fisioldgico que ocorre assincrénicamente
em diferentes areas do encéfalo e, pode ser conceituado como um processo
dinamico e progressivo, no qual ha alteragdes morfologicas, funcionais e
bioquimicas, podendo levar a deficiéncias cognitivas, afetivas, de aprendizado,
memoria e motoras. Considerando que o cerebelo e a neurotransmissao
glutamatérgica estdo envolvidos no processamento de varias dessas fungoes,
este trabalho visou estudar a expressdo da subunidade NR1 dos receptores de
glutamato tipo NMDA nas células de Purkinje do cerebelo de pintos durante o
envelhecimento. Utilizou-se pintos (Gallus gallus) jovens (30 dias de vida), adultos
(1 ano e 6 meses) e senis (aproximadamente 4 anos de vida) para avaliar a
expressao da subunidade NR1. Os encéfalos desses animais foram submetidos
as técnicas de imuno-histoquimica e immunoblotting. Analisou-se a densidade
meédia de células NR1-positivas e a densidade Optica dos resultados do
immunoblotting, os quais foram submetidos a analise estatistica utilizando o teste
ANOVA e o teste de Bonferroni, quando apropriado. Adotou-se nivel de
significancia de 5%. A expressdo NR1 nas células de Purkinje mostrou uma
intensa imunorreatividade nos corpos celulares e de moderada a intensa na
arborizagdo dendritica dos animais jovens. Ja nos animais idosos, essa
expressao apresentou uma queda acentuada, passando de leve a moderada nos
corpos das células de Purkinje e leve na arborizagdo dendritica. Além disso, a
densidade média das células de Purkinje das folhas cerebelar I, VI e IX que
expressam NR1 mostraram uma diminuicdo estatisticamente significante
(p=0,028) no animal idoso comparado com o animal jovem. Entretanto, observou-
se um discreto aumento da porcentagem de células de Purkinje que expressam
NR1 em relacdo as células de Purkinje nos animais idosos comparado aos
jovens. A expressdo de NR1 no cerebelo de galinha revelada pela técnica de
immunoblotting ndo apresentou mudanca significativa durante o envelhecimento.

Os nossos dados sugerem que o envelhecimento pode conduzir a
mudancas no padrao de expressao da subunidade NR1 revelando uma queda na
densidade média de células de Purkinje NR1-positivas e respectiva arborizagéo
dendritica no cerebelo de galinhas, fendbmeno que pode refletir os disturbios
motores e cognitivos encontrados em animais idosos.

Palavras-chave: Neurotransmissao glutamatérgica, receptores de glutamato,
envelhecimento, cerebelo.



ABSTRACT

Folador, T.S. Expression of NMDA type glutamate receptors in the cerebellum of
birds during aging [Dissertation]. Sdo Paulo: Universidade Cidade de Sao Paulo;
2008.

Aging is a physiologic process that takes place in a non-synchronic way in

different areas of the brain and which can be defined as a dynamic and
progressive process. There are morphological, functional and biochemical
alterations which can lead to cognitive, affective, learning, memory and motor
deficiencies. Since the cerebellum and the glutamatergic neurotransmission are
involved in the processing of several of those functions, the present paper aimed
at studying the presence of the NR1 subunit in the NMDA type glutamate
receptors in the Purkinje cells of the cerebellum of chicks during aging. Young (30
days old), adult (1 year and 6 months old) and old (approximately 4 years old)
chicks (Gallus gallus) were utilized in order to evaluate the presence of the NR1
subunit. The brains of those animals were subjected to immunohistochemical and
immunoblotting techniques. Average density of positive NR1 cells and optical
density of the immunoblotting results were analyzed and submitted to statistical
analysis by utilizing the ANOVA test and the Bonferroni test when appropriate. A
5% significance level was adopted. The NR1 presence in the Purkinje cells
showed an intense immunoreactivity in the cellular bodies and from moderate to
intense in the dendritic arborization of the young animals. In the old animals,
however, this presence showed a substantial decrease, going from slight to
moderate in the bodies of the Purkinje cells and slight in the dendritic arborization.
Moreover, the average density of the Purkinje cells in the cerebellar leaves Il, VI
and IX which present NR1 showed a statistically significant decrease (p=0,028) in
the old animals when compared to the young animals. Nevertheless, when
compared to the young animals, a subtle increase in the percentage of Purkinje
cells which present NR1 in relation to the Purkinje cells in the old animals was
observed. The presence of NR1 in the chicken’s cerebellum revealed by the
immunoblotting technique did not present any significant change during aging.
Our data suggest that aging can lead to changes in the presence pattern of the
NR1 subunit showing a decrease in the average density of the positive NR1
Purkinje cells and respective dendritic arborization in the cerebellum of hens,
phenomenon which can cause the cognitive and motor disorders found in old
animals.

Key words: Glutamatergic neurotransmission, glutamate receptors, aging,
cerebellum.
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| - INTRODUGAO

| - 1. NEUROTRANSMISSAO GLUTAMATERGICA.

O glutamato € o principal neurotransmissor excitatério do sistema nervoso
central em mamiferos (OZAWA et al., 1998). O sistema glutamatérgico esta
envolvido nas fungdes motoras, cognitivas, emocionais e na plasticidade sinaptica
tanto no desenvolvimento quanto no envelhecimento (SINGER, 1990; OZAWA et
al., 1998). Entretanto, a hiper-excitabilidade glutamatérgica pode estar envolvida
em algumas disfun¢des neuronais e doengas degenerativas, tais como a epilepsia
e a doenga de Alzheimer (CHOI et al.,, 1988). O glutamato e a glutamina sao
sintetizados no encéfalo, sendo suas concentracdes intracelulares altas e
extracelulares baixas (0,1 — 1 mM), assim mantidas pela alta afinidade dos
sistemas de captacdo Na+-dependentes (KVAMME, et al.,, 1998). O glutamato
nao atravessa a barreira hemato-encefalica sendo sua sintese local. Apds sua
descarga em um evento excitatorio pré-sinaptico, o glutamato € eliminado no
espacgo extracelular. A remocgao do glutamato da fenda sinaptica e o cessamento
de sua agao é determinada pela recaptacao exercida por transportadores de alta
afinidade localizados no neurénio pré-sinaptico e nos astrécitos (TAKUMI et al.,
1998).

Desde a década de 50, estudos sugeriram que o glutamato gerava agdes
excitatorias no sistema nervoso central através de uma variedade de receptores
(WATKINS & JANE, 2006). Essa idéia precedeu a caracterizagdo desses
receptores. Estudos farmacoldgicos e eletrofisiolégicos revelaram que os

receptores de glutamato (GIuRs) podem ser divididos em dois grupos: receptores



ionotropicos (iGluRs) e os metabotrépicos (mGluRs) (SPRENGEL & SEEBURG,
1993; HOLLMANN & HEINEMANN, 1994; OZAWA et al., 1998) (Tabela 1).

Os receptores ionotrépicos (iGluRs) exibem uma estrutura tetramérica
constituida por 4 subunidades que formam um complexo receptor homo ou
heteromérico (KEW et al., 2005), especificos para céations (OZAWA et al., 1998;
MELDRUM, 2000), sendo capazes de gerar respostas sinapticas rapidas
(BURNASHEV & ROZOV, 2000; BROCKIE et al., 2006), enquanto os mGIuRs
agem através das proteinas G e geram agdes a longo prazo pela ativagdo e/ou
inibicdo de processos intracelulares (MELDRUM, 2000).

Os receptores de glutamato ionotropicos séo classificados de acordo com a
afinidade aos agonistas em trés subtipos: receptores N-metil-D-aspartato (NMDA),
receptores tipo acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropidnico (AMPA) e
receptores tipo cainato (KA). Outras subunidades que vem sendo estudadas sao
as “orphan” formadas pelos genes 61 e 82 (LOMELI et al., 1993). Estas proteinas
nao formam canais funcionais, mas sao responsaveis em modificar a funcdo de
canais constituidos por outras subunidades (KASHIWABUCHI et al., 1995).

O emprego de técnicas de biologia molecular possibilitou a clonagem e
sequenciamento das subunidades de receptores do tipo AMPA (GluR1-4)
(BOULTER et al., 1990; KEINANEN et al., 1990), receptores do tipo KA (GluR5-7,
KA1-2) (HOLLMANN et al., 1989; BETTLER et al., 1992; BETTLER & MULLE,
1995) e receptores do tipo NMDA (NR1, NR2A-D e NR3A-B) (MONYER et al.,,
1992; MATSUDA et al., 2002, apud LLANSOLA et al., 2005; ZARAIN-HERZBERG
et al., 2005). As propriedades funcionais dos receptores de glutamato sao
determinadas pelos subtipos de GluRs, por modificagdes pds-transcripicionais do

MmRNA (“splicing” alternativo e edicdo) pela composigdo de subunidades do


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term="Zarain-Herzberg A"%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

complexo receptor e localizagdo sinaptica (OZAWA et al., 1998; BURNASHEV &

ROZOV, 2000; SANCHEZ-PEREZ, et al., 2005; ZARAIN-HERZBERG et al.,

2005).
RECEPTORES DE GLUTAMATO )
IONOTROPICOS METABOTROPICOS
Classes NMDA AMPA CAINATO Classe1 Classe2 Classe 3
NR1 GluR1 GIuR5 mGIuR1 mGIuR2 mGIuR4
GluR2 GIuR6 mGIuR5 mGIuR3 mGIuR6
NR2A  GIuR3 GIuR7 mGIuR7
NR2B  GluR4 mGIuR8
NR2C KA1
NR2D KA2
NR3A
NR3B

Tabela 1. Classificacdo dos receptores de glutamato e respectivas
subunidades.

Os canais dos receptores tipo NMDA sao permeaveis aos ions calcio e
sodio, os canais dos receptores tipo AMPA e KA podem ser subdivididos nos que
conduzem apenas ions sodio e os que conduzem tanto ions sédio como calcio
(DAY et al., 1995; ERREGER et al., 2004). O complexo canal do receptor de
NMDA tem varios aspectos caracteristicos. A presenca da subunidade NR1 é
essencial para tornar o canal funcional, enquanto a NR2 e NR3 tém uma acao
modulatéria nos canais formados pelos receptores de NMDA (SANCHEZ-PEREZ,

et al., 2005; ZARAIN-HERZBERG et al., 2005).

p p 2+ +
O canal deste receptor é altamente permeavel ao Ca”™ , bem como ao Na

e K+, e 0 aumento resultante de Ca>" intracelular parece ser o responsavel tanto
pela plasticidade neuronal como pela neurotoxicidade, a qual esse receptor
parece estar envolvido (MONAGHAN et al., 1989; COLLINGRIDGE & SINGER,
1990). Este receptor pode ser distinguido dos outros receptores de glutamato, por

sofrer agcdo de varios agonistas, além da modulagdo pela glicina, bloqueio do
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canal pelo M92+, ativacao pela poliamina e inativagao pelo zn?* (MONAGHAN et
al., 1989) (Figura 1). A inibigdo por Zn?* envolve diminuigdo na freqiiéncia e no
tempo de abertura do canal (CHRISTINE & CHOI, 1990; LEGENDRE &
WESTBROOK, 1990). A saida do Mg?* do poro do canal é voltagem-dependente;
assim, quando o receptor do tipo AMPA é ativado ocorre despolarizacdo da
membrana, resultando em desbloqueio do canal do receptor do tipo NMDA, por
repulsdo eletrostatica do Mg*, permitindo entdo um alto influxo de ions. Como a
cinética de ativagao dos canais-receptores NMDA é relativamente lenta, o fluxo de
ions através desses canais contribui apenas para o componente tardio do

potencial excitatorio pds-sinaptico (EPSP).

« @  Na*
‘o 0320 ) a O . ’Mgp
Qo ¥ il o
Glutamate site Zn** site
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& (D-Serine)
cellular
cellular / Y
NMDAR1 NMDA-R2A |
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Figura 1. llustracdo do receptor de glutamato do tipo NMDA.
Modificado de Halbach & Dermietzel, 2006.

Nos receptores do tipo AMPA, a subunidade GIuR2 é a mais importante na

determinacao dos fluxos do ion Ca2+ (PAPERNA et al.,, 1996; OZAWA et al,;

1998). Por exemplo, receptores que contém a subunidade GluR2 mostram baixa

permeabilidade ao Ca2+, enquanto que os receptores AMPA formados por outras



subunidades permitem o influxo de ca®. A relacéo entre o KA e AMPA nao esta
clara (WATKINS et al., 1990), embora alguns estudos sugerem que os efeitos
eletrofisioldgicos do KA podem ser mediados pelos receptores AMPA
(HOLLMANN et al., 1989; PAPERNA et al., 1996).

A clonagem e sequenciamento das subunidades dos receptores de
glutamato dos tipos AMPA, KA e NMDA tornou possivel o estudo da distribuicao
das mesmas no sistema nervoso de alguns animais experimentais. Estudos com
receptores de NMDA demonstraram uma distribuicdo difusa pelo encéfalo,
predominantemente no prosencéfalo (MONAGHAN et al, 1989; SUBRAMANIAM
& McGONIGLE, 1991). Entre as estruturas do encéfalo, foi observada maior
expressdao na regido CA1 do hipocampo (MONAGHAN et al.,, 1989). Com a
utilizagcdo da técnica de hibridizacado in situ estudou-se a distribuicdo de cada
subunidade no encéfalo de ratos. O mRNA de NR1 foi encontrado praticamente
em todo o encéfalo de roedores adultos com proeminente expressao no cerebelo,
hipocampo, cortex cerebral e bulbo olfatério, enquanto de NR2 apresentou
elevada expressao no cortex cerebral, hipocampo e cerebelo. A expressdo de
MmRNA de NR2C foi mais acentuada nas células granulares do cerebelo e
interneurdnios do hipocampo, pequena expressdo de mRNA de NR2D foi
detectada no talamo, bulbo olfatério, ponte e hipocampo (MORIYOSHI et al.,
1991; MONYER et al., 1994). Com a técnica de imuno-histoquimica, os resultados
obtidos basicamente coincidiram com aqueles observados com a hibridizagéo in
situ (PETRALIA et al.,1994).

Recentemente foi descoberta uma nova subunidade do receptor NMDA,
NR3, a qual possui dois subtipos, NR3A e NR3B. Os mRNAs de NR3A-B foram

altamente expressos na medula espinal, bulbo, ponte e mesencéfalo, enquanto o



prosencéfalo e cerebelo mostraram baixos niveis de expressdo (MATSUDA et al.,
2002). A co-expressado de NR3A com NR1 e NR2A, por exemplo, causa redugéo
das correntes ibnicas na célula como um todo ou na condutancia do canal
individualmente (DAS et al., 1998). Desta forma, ocorre uma baixa permeabilidade
ao Ca*" na célula, sugerindo que a subunidade NR3A deve ser uma importante
reguladora da fungdo dos receptores do tipo NMDA, controlando o influxo de Ca**
pelos canais durante o potencial de acao.

Estudos de imuno-histoquimica no encéfalo de ratos mostraram que as
subunidades GIuR1, GIuR2/3 e GIuR4 s&o abundantes e diferencialmente
distribuidas em corpos celulares e processos de neurbnios no coértex cerebral,
ganglios da base, sistema limbico, talamo, cerebelo e tronco cerebral. As
subunidades GluR1 e GIluR2/3 estdo presentes nos neurdnios piramidais do
neocortex e hipocampo. No estriado, as localizagdes celulares das subunidades
GluR1-GluR4 sao diferentes. Nesta regido, a subunidade GIluR1 esta presente em
muitos neurénios colinérgicos. Na substancia negra estdo presentes todas as
subunidades do receptor do tipo AMPA, sendo que a subunidade GluR1 ocorre na
maioria dos neurdnios dopaminérgicos. No cortex cerebelar, corpos e processos
das células de Bergmann mostraram uma imunorreatividade intensa com
anticorpos contra GluR1 e GluR4, enquanto que as células de Purkinje mostraram
imunorreatividade com anticorpos contra GluR2/3. Em varias regides do encéfalo,
os astrocitos apresentam a subunidade GluR4 (PETRALIA & WENTHOLD, 1992;
MARTIN et al., 1993). Estudos de distribuicdo dos mRNAs das subunidades dos
receptores do tipo AMPA (GIuR1-4), realizados com a técnica de hibridagéo in
situ, mostraram que a expressao dessas subunidades é abundante e com um

padrao de distribuicdo diferencial para cada uma das subunidades no SNC de



rato (KEINANEN et al., 1990; SATO et al., 1993). As células piramidais e células
granulares do hipocampo e do cértex cerebral expressam abundantemente os
MmRNAs das subunidades GIuR1-4. Células do sistema motor expressam
intensamente os MRNAs das subunidades GluR2-4 e moderadamente os mRNAs

da subunidade GluR1 (Keinanen et al., 1990; Petralia & Wenthold, 1992).

I - 2. SISTEMA NERVOSO CENTRAL E ENVELHECIMENTO

O envelhecimento € um processo fisioldgico que ocorre assincrénicamente
em diferentes areas do encéfalo e, pode ser conceituado como um processo
dindmico e progressivo, no qual ha alteragdes morfologicas, funcionais e
bioquimicas, que vao alterando progressivamente o organismo, tornando-o mais
suscetivel as agressdes intrinsecas e extrinsecas que terminam por leva-lo a
morte. O cérebro envelhece por uma crescente dificuldade em sintetizar
substancias essenciais a fungao neuronal e pela sintese de substancias anémalas
que se depositam no tecido (JOLLES et al., 1986; COLLEMAN & FLOOD, 1987,
COTMAN et al., 1988; COLLINGRIDGE & BLISS, 1995).

Muitas alteragcdes do encéfalo relacionadas com a idade ocorrem na
velhice. O peso do encéfalo pode diminuir, e algumas populagdes de neurdnios
podem ter seu numero reduzido pela morte celular. As primeiras analises
histolégicas de varias areas encefalicas sugeriram uma grande perda neuronal,
principalmente no cértex cerebral, como resultado do processo de envelhecimento
(VIJAYASHANKAN & BRODY, 1977; MORA et al., 2007). Essa perda neuronal

também foi observada na substancia negra, hipocampo e cerebelo.



Camundongos e ratos idosos mostraram uma perda celular uniforme por todo o
cerebelo (STURROCK, 1989; TAMARU et al., 1991), ja nos humanos essa perda
foi mais acentuada no vermis (TORVIK et al., 1986). Entretanto, analises
estereoldgicas mais recentes ndo sustentam os primeiros achados. Quando os
pesquisadores compararam o cortex pré-frontal, o cortex temporal superior e o
hipocampo de pessoas jovens com idosos nao verificaram diferengas
significativas no numero de neurdnios piramidais durante o processo de
envelhecimento normal (WICKELGREN, 1996; MORRISON & HOF, 1997).
Apesar da minima perda neuronal, algumas altera¢des significativas no neurénio
foram notadas com o envelhecimento. O comprimento dos axdnios mielinizados e
0 numero de sinapses diminuem no coértex cerebral de humanos idosos
(PAKKENBERG et al., 2003). Outro aspecto identificado no encéfalo durante o
envelhecimento € a reducdo da arborizagdo dendritica (diminuicdo do
comprimento e numero de dendritos) e da densidade de espinhos dendriticos dos
neurdnios piramidais do cortex motor, cortex pré-frontal e cortex temporal superior
em humanos e primatas ndo humanos (SCHEIBEL et al., 1975; NAKAMURA et
al., 1985; BRABANDER et al., 1998; PETERS et al., 1998; JACOBS et al., 2001;
DUAN et al., 2003; DICKESTEIN et al., 2007).

Estudos com microscopia eletrbnica das areas corticais 46 (PETERS et
al.,1998) e 17 (PETERS et al., 2001) em macacos mostraram a perda de
ramificagbes na regido apical das células piramidais, acompanhado de perda dos
espinhos dendriticos e reducao de 40-55% do numero de sinapses.

Além das alteragdes estruturais no neurdnio, o processo normal de
envelhecimento cerebral desencadeia também mudancgas neuroquimicas. Varias

enzimas que sintetizam neurotransmissores, tais como: dopamina, noradrenalina,



e em uma extensdo menor a acetilcolina e glutamato, diminuem com a idade,
indicando anormalidades nos neurdnios que sintetizam estes neurotransmissores
(MORA et al., 2007).

Um outro aspecto negativo do envelhecimento cerebral € a diminuicdo da
sintese de fatores neurotroéficos, tais como o fator de crescimento nervoso (NGF)
e o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF). Considerando que esses
fatores promovem a sobrevivéncia neuronal, crescimento de neuritos e
plasticidade sinaptica, a diminuicdo de sua sintese pode tornar as células
neuronais mais vulneraveis com o decorrer do envelhecimento (MORA et al.,

2007).

| - 3. SISTEMA GLUTAMATERGICO E ENVELHECIMENTO.

O envelhecimento poder ser definido como um processo degenerativo
progressivo do organismo, podendo levar a algumas alteragbes cognitivas, como
aprendizado, memoéria e nas fungbes motoras (JOLLES et al.,, 1986). Essas
alteracdes no encéfalo envelhecido pode ser consequéncia da diminui¢ao e perda
de neurbnios em varias areas, como no neocortex, hipocampo e substancia negra
(COLLEMAN & FLOOD, 1987). Além disso, alguns estudos tém sugerido o
envolvimento do glutamato em fungdes cerebrais que se mostraram alteradas
durante o envelhecimento, como aprendizado e memoria (COTMAN et al., 1988;
COLLINGRIDGE & BLISS, 1995), emogao e motivagdo (MORA & COBO, 1990;

COBO & MORA, 1991) e fungcbdes motoras (SCHIMIDT et al., 1992).
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Varios pesquisadores mostraram que a neurotransmissdo glutamatérgica
durante o processo normal de envelhecimento apresentou uma queda do numero
de transportadores de glutamato de alta afinidade nos terminais glutamatérgicos
de ratos envelhecidos resultando numa queda na capacidade de recaptacido de
glutamato (WHEELER & ONDO, 1986, 1989; SARANSAARI & OJA, 1995;
VATASSERY et al., 1998, apud SEGOVIA et al., 2001), desta forma ocorreria um
aumento de glutamato livre na fenda sinaptica, o que poderia atuar como um fator
neurotdxico gerando a morte neuronal das células de Purkinje GluRs-positivas
como o observado em algumas doengas neurodegenerativas (KWAK & WEISS,
2006), ou seja, a ativagao dos receptores de glutamato contribui no processo de

morte neuronal nessas doencas cronicas neurodegenerativas (MELDRUM, 2000).

Um outro aspecto importante da neurotransmissado glutamatérgica é a
concentragédo de glutamato nas estruturas encefalicas. Alguns estudos revelaram
que a concentracdo de glutamato em amostras de tecidos do cortex cerebral de
ratos apresenta uma diminuigdo significativa com o envelhecimento (STROLIN-
BENEDETTI et al, 1990; SARANSAARI & OJA, 1995, apud SEGOVIA et al,
2001). Essas mudancas ocorrem de forma distinta entre as regides do cortex
cerebral de ratos, por exemplo, na regido frontal a diminuigdo da concentragéao de
glutamato foi de 15-20% nos animais de 21-24 meses, porém esse resultado ndo
foi encontrado em outras areas, tais como, cortex da regido temporal e parietal
(BANAY-SCWARTZ et al., 1989; apud SEGOVIA et al., 2001). No hipocampo de
roedores também foi observado uma diminuicdo na concentracdo de glutamato
com o decorrer da idade. Essa diminuigao foi encontrada aos 12, 18, 21-24 e 29
meses, atingindo 6-8% em ratos de 21 meses e 23% em ratos de 29 meses

(STROLIN-BENEDETTI et al.,, 1990). Essas diminui¢cdes do conteudo de
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glutamato estdo de acordo com a perda neuronal descrita nessas areas
encefalicas (SEGOVIA et al., 2001).

Estudos empregando o método de auto-radiografia quantitativa mostraram
mudangas nos receptores de glutamato do tipo NMDA e AMPA relacionadas com
o envelhecimento. Experimentos utilizando ligantes radioativos [H*]-MK-801 para
os GluRs do tipo NMDA e [H*-AMPA ou [H*]-CNQX para os do tipo AMPA em
encéfalos de ratas jovens, adultas e idosas revelaram um pronunciado
decréscimo da ligagao de [H’]-MK-801 e uma tendéncia a diminui¢do da ligagao
[H®]-AMPA no estriado. No hipocampo foi observada uma diminuicao desses dois
ligantes radioativos e, por fim, um intenso declinio da concentragédo de [H?*]-MK-
801 em quase todo o cortex cerebral (WARDAS et al., 1997). No encéfalo de
humanos, estudo de auto-radiografia mostrou que a concentragéo de [H*]-MK-801
foi relativamente constante durante a vida, entretanto, a de [H*]-CNQX iniciou no
periodo perinatal, atingiu o pico na primeira ou segunda década e entdo, comegou
a diminuir. No cerebelo, tanto o ligante [H*]-MK-801 como o [H*-CNQX iniciaram
no periodo fetal e atingiram o platé aos 10 anos, ndo sofrendo mudangas ao longo
do envelhecimento. Esses dados mostram que o processo de envelhecimento
pode conduzir a mudangas nas concentragées dos ligantes [H’]-MK-801 e [H]-
AMPA em varias estruturas, fendmeno que pode refletir os disturbios motores e
de memoria encontrados em ratos e humanos idosos (COURT et al., 1993;
WARDAS et al.,, 1997). Outros estudos, empregando diferentes técnicas, tém
mostrado uma diminuicdo em torno de 20 a 50% na densidade dos receptores de
glutamato tipo NMDA na maioria das areas corticais, estriado e hipocampo de

ratos, camundongos e macacos envelhecidos (PETERSEN & COTMAN, 1989;
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TAMARU et al.,, 1991; WENK et al., 1991; MAGNUSSON & COTMAN, 1993;
MITCHELL & ANDERSON, 1998, apud SEGOVIA et al., 2001).

Estudos com ligantes radioativos mostraram um decréscimo na densidade
de receptores glutamatérgicos tipo AMPA no coértex frontal e parietal, e no
hipocampo de camundongos (MAGNUSSON & COTMAN, 1993).

A expressao e distribuicdo dos receptores ionotropicos de glutamato do tipo
NMDA e AMPA esta diminuida significativamente em algumas areas do cortex
cerebral e do hipocampo durante o envelhecimento (GAZZALEY et al., 1996; HOF
et al., 2002). Neurdnios do cortex pré-frontal de macacos idosos mostraram uma
queda mais acentuada da expressao da subunidade GluR2 comparada a outras
areas corticais, tais como cortex temporal. Ja a subunidade NR1 revelou uma
diminuicdo significativa nas projeg¢des cortico-corticais originadas do cortex
temporal superior (HOF et al., 2002). O glutamato e seus receptores participam da
maioria das sinapses responsaveis pelas fun¢gdes motoras e cognitivas, que se
apresentam alteradas com o envelhecimento. Portanto, alteracbes nessas
funcbes podem ser consequéncias das mudangas estruturais e neuroquimicas
observadas nos neurbnios durante o envelhecimento cerebral podendo
comprometer a transmissdo sinaptica nesses circuitos gerando prejuizos na
potenciagdo e depressao de longa duragédo (LTP/LTD) que sédo consideradas o
substrato neural das disfungbes cognitivas e motoras observadas em idosos

(BURKE & BARNES, 2006; MATTSON & MAGNUS, 2006).
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| - 4. CEREBELO

O cerebelo esta relacionado com a coordenacido temporal e precisao
espacial dos movimentos, com a regulagdo do tébnus muscular bem como
aprendizagem motora e certas fungdes cognitivas (ITO, 2000; DELGADO-
GARCIA, 2001; SEKIRNJAK et al., 2003). O cerebelo de mamiferos e aves é
formado por folhas sucessivas, que se dispdem uma atras da outra no eixo
antero-posterior e é divido em trés partes de acordo com seu desenvolvimento
evolutivo e funcionalidade, sendo estas: arquicerebelo, formado pelo lobo
noduloflocular, responsavel em manter a postura corporal adequada em repouso
ou em movimento, normalmente facilitando flexores e inibindo extensores,
composto pelo I6bulo X; paleocerebelo, formado pelas partes anteriores a fissura
primaria, ou seja, lobulos |-V e VIII-IX, responsavel pela regulagdo do ténus
muscular, através dos receptores de estiramento; e neocerebelo, entre a fissura
primaria e a postero-lateral (lobo posterior), I6bulos VI e VII (DELGADO-GARCIA,
2001; SARNA & HAWKES, 2003), sendo responsavel pela coordenacdo de
movimentos complexos iniciados a niveis corticais, ou seja, movimentos
voluntarios e pelas fungdes perceptivas, cognitivas e emotivas (DELGADO-
GARCIA, 2001).

O cortex cerebelar € formado por trés camadas distintas: molecular, das
células de Purkinje e granular. A disposicdo celular em cada uma dessas

camadas é mesma em todos os lobos, diferindo somente na procedéncia das vias
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aferentes e no destino das vias eferentes (DELGADO-GARCIA, 2001; SARNA &

HAWKES, 2003).

Comadn molecular
Caomada da Perkinje
__ Camada granular
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Figura 2. Representagdo das fibras e células que compdem as camadas do
coértex cerebelar. Modificado de Martin (1996).

A camada molecular apresenta baixa densidade celular, arborizacées
dendriticas e axénios delgados de dois tipos de neurbnios, que tém sua atividade
facilitada pelas fibras paralelas; células em cesto, com axdénios longos, que
enviam ramificagdes para a camada molecular para as células de Purkinje,
fazendo sinapses no soma das células de Purkinje; e células estreladas externas,
que apresentam axoénios curtos, realizando contatos sinapticos com os dendritos
distais das células de Purkinje (DELGADO-GARCIA, 2001), sendo ambas
sinapses inibitérias (ECCLES, 1970).

A camada da célula de Purkinje é composta de células grandes dispostas
ao longo do bordo superior proximo a camada molecular. No colo das células de

Purkinje, surge uma arvore dendritica complexa estendendo-se na camada
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molecular e do lado oposto partem axdnios mielinizados que caminham para a
substancia branca em direcdo aos nucleos cerebelares profundos, fazendo ali
sinapses inibitérias (ECCLES, 1970). Ao redor das células de Purkinje,
encontramos corpos celulares de células da glia ou de Bergmann que sao
compostas por astrocitos protoplasmaticos unipolar no cortex cerebelar, as fibras
destas fazem sinapses com os dendritos das células de Purkinje (YAMADA &
WATANABE, 2002).

Ja na camada granular, encontramos as células granulares cerebelares,
que é o tipo de neurbnio mais numeroso no encéfalo (BOWER & PARSONS,
2003). Seus axbdnios ascendem para a camada molecular e se bifurcam formando
as fibras paralelas que fazem sinapses excitatérias com as células de Purkinje
(ECCLES, 1970). Nesta camada temos também as células inibitorias de Golgi tipo
Il que localizam-se na parte superior da camada, apresentando ramos dendriticos
por todas as camadas do cértex cerebelar, porém mais extensos na camada
molecular.

As aferéncias do cerebelo sédo as fibras musgosas e as fibras trepadeiras.
Ambos os tipos fazem sinapses excitatérias glutamatérgicas com os neurénios
cerebelares, mas cada um termina numa regido diferente do coértex cerebelar e
produz diferentes padrdes de disparo nas células de Purkinje (DELGADO-
GARCIA, 2001; SARNA & HAWKES, 2003).

As fibras musgosas originam-se de nucleos na medula espinal e no tronco
encefalico e conduzem informagbes sensoriais da periferia, bem como
informagdes do cortex cerebral. Essas fibras terminam como sinapses excitatorias
sobre os dendritos das células granulares na camada granular. E das células

granulares partem as fibras paralelas que vao fazer sinapses excitatorias com as
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células de Purkinje. Os terminais das fibras musgosas apresentam um padrao de
distribuicao distinto no cerebelo que é dependente do nivel medular que se
originam (OKADO et. al, 1987). As fibras espinocerebelares da regido lombar
chegam nas folhas |-V (lobo anterior), predominando na folha I. A maioria das
fibras musgosas originarias da regiao toracica chegam no lobo anterior e na folha
VI e, poucas fibras chegam na folha I1X. Ja as fibras espinocerebelares oriundas
da regido cervical se projetam para as folhas II-IX. As fibras trepadeiras originam-
se do nucleo olivar inferior e conduzem informagdes somatossensorias, visuais e
do cortex cerebral. Estas se projetam diretamente sobre as células de Purkinje.
As células de Purkinje, via eferente do cortex cerebelar, se projetam para os
nucleos cerebelares profundos e estes para varias regides encefalicas. Tanto as
fibras musgosas como as trepadeiras enviam colaterais para os neurdnios dos
nucleos cerebelares. Desta forma, os neurdnios dos nucleos cerebelares recebem
aferéncias excitatérias das fibras musgosas e trepadeiras e inibitorias das células
de Purkinje (Delgado-Garcia, 2001; Sarna & Hawkes, 2003; Nakanishi, 2005)..

Os nucleos profundos do cerebelo de aves tém sido divididos de maneiras
diferentes por diversos autores, considerando a delimitacdo de cada um e suas
nomenclaturas. Com base nas diferengas de citoarquitetura e localizacao, foram
identificados quatro nucleos profundos no cerebelo: medial, intermédio,
intercalado e lateral, conforme os achados de Ramon e Cajal. Observa-se que
para cada nucleo existem diferencas regionais quanto ao tamanho, formato e
densidade celulares (WOLD, 1981). Dos nucleos cerebelares, o medial é o maior,
mais rico em células e esta situado mais rostralmente. Este é constituido por uma
mistura de células de pequeno e médio tamanho e de varios formatos. O nucleo

intermédio assemelha-se citoarquitetdnicamente ao nucleo medial. Entretanto, em
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sua parte rostral, as células estdo colocadas mais proximas umas das outras. O
nucleo intercalado € o menor nucleo cerebelar e 0 que contém também as
menores células. Finalmente, o nucleo lateral € formado por dois grupamentos de
células distintos que migram caudalmente, fundindo-se num unico grupamento
nuclear. Este é formado por células pequenas e médias de diferentes formas e é
separado por fibras grossas.

As células do cerebelo recebem varias aferéncias excitatorias, sendo na
sua maioria mediadas pelo glutamato e seus receptores do tipo NMDA e AMPA
(VOUKELATOU et al., 1992; GAUCK & JAEGER, 2003; SARNA & HAWKES,
2003). Portanto, sinais excitatérios que chegam ao nucleo cerebelar sdo seguidos
por sinais inibitorios oriundos das células de Purkinje; porém, as saidas dos
nucleos cerebelares para as areas motoras continuam sendo excitatérias,
promovendo corre¢cao do movimento e aprendizado motor (Delgado-Garcia, 2001;

Sarna & Hawkes, 2003; Nakanishi, 2005).
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Il - JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

O envelhecimento € um processo fisiolégico dindmico e progressivo, no
qual ha alteragbes morfologicas, funcionais e bioquimicas, que podem
desencadear deficiéncias cognitivas, afetivas, de aprendizado, memoria e
motoras. Considerando que o cerebelo e a neurotransmissdo glutamatérgica
estao envolvidos no processamento de varias dessas fungdes, este trabalho visou
estudar a expresséo da subunidade NR1 dos receptores de glutamato tipo NMDA

nas células de Purkinje do cerebelo de pintos durante o envelhecimento.
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Il - MATERIAIS E METODOS

lll - 1. ANIMAIS

Nesse trabalho foram utilizados 8 pintos (Gallus gallus) jovens (30 dias de
vida pés-natal — P1m), 4 adultos (cerca de 1 ano e 6 meses de vida — P1aém) e 8
senis (aproximadamente 4 anos de vida — P4a). Os experimentos respeitaram as
normas e preceitos do Colégio Brasileiro de Experimentacédo Animal (COBREA),
além de ter sido aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Cidade de Sao

Paulo (UNICID), protocolo numero 13288970.

Il - 2. PROTOCOLO DE IMUNO-HISTOQUIMICA

Os animais jovens (n=4) e senis (n=4) foram anestesiados profundamente
com quetamina e xilazina e perfundidos, via transcardiaca, com salina e com
paraformaldeido (PFA) a 2% em tampao fosfato 0,1M (PB, pH 7,4). Os encéfalos
foram, entdo, removidos cuidadosamente e colocados na mesma solucgao fixadora
por 4 a 6 horas para pés-fixagdo e, em seguida, crioprotegidos em sacarose 30%
por um periodo de 36 a 48 horas. Apds esse periodo, estes foram incluidos em
meio de congelamento (TBS, Durham, N.C.) e cortados numa espessura de 40um
em um criostato (CM3050, Leica), no plano sagital. Os cortes do encéfalo de
pintos jovens e senis foram armazenados numa solugdo criopotetora para
posterior processamento imuno-histoquimico ou pelo método de Giemsa.

Nesse processo foi empregado o anticorpo comercial primarios de

camundongo especifico contra a subunidade NMDAR1 (NR1) visando determinar
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o nivel de expressao no cerebelo de pintos jovens e senis. Os cortes foram
incubados com o anticorpo primario em uma concentracdo de 1:1000 em tampao
fosfato 0,1M (PB 0,1M) com 0,3% de Triton X-100 por um periodo de 12 a 24
horas, a temperatura ambiente. Posteriormente, os cortes foram lavados em PB
0,1M, 3 vezes de 10 minutos cada. Em seguida, foi aplicado aos cortes um
anticorpo secundario biotinilado (comercial) dirigido contra as imunoglobulinas do
animal em que foi feito o anticorpo primario (camundongo) na diluigdo de 1:250
com 0,3% Triton X-100 em PB 0,1M, por 1 hora e meia, a temperatura ambiente.
Apos as lavagens, os cortes foram incubados no complexo avidina-biotina-
peroxidase (ABC Elite Kit, Vector Labs) por uma hora a temperatura ambiente. A
seguir, os cortes foram lavados e reagidos com 0,05% de diaminobenzidina e
0,01% de agua oxigenada (método da avidina-biotina-peroxidase, ABC) para
revelagao da reagao, os cortes foram imersos na solugao diaminobenzidina (DAB)
por cerca de 5 minutos e reagidos com H,0O,. Os cortes foram mantidos até que a
reacao fosse evidenciada, atingindo o ponto de contraste entre a area marcada e
a ndo marcada sendo entédo lavados numa série de 3 vezes de 10 minutos e em
seguida montados em laminas gelatinizadas. As laminas foram tratadas com
tetroxido de 6smio por 1 minuto e em seguida desidratadas numa série crescente
de alcoois, colocadas no Hemo-De e cobertas com Permount e laminulas, apos
ter passado por um processo de secagem em placa quente por um a dois dias.
Utilizamos a técnica de Giemsa com o intuito de evidenciar a densidade
média de células de Purkinje nas folhas cerebelares estudadas dos animais
jovens e idosos para podermos compara-la com a densidade média de células de

Purkinje que expressam a subunidade NR1.
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lll - 3. PROTOCOLO DE “IMMUNOBLOTTING”

Os animais jovens (n=4), adultos (n=4) e idosos (n=4) foram guilhotinados
e os cerebelos foram rapidamente coletados e homogeneizados a 4°C em tampao
de extragao (Tris pH 7,4 100 mM; EDTA 10 mM; PMSF 2 mM; aprotinina 0,01
mg/ml) com um homogenizador do tipo Turratec modelo MA-102/mini (Marconi;
Sé&o Paulo, Brasil). Os homogenatos foram centrifugados a 12.000 rpm por 20
minutos a 4°C em uma centrifuga modelo CT14000 DR (Cientec, S&o Paulo,
Brasil).

O conteudo protéico do material isolado dos animais jovem, adulto e idoso
foram dosados pelo método de Bradford (Amresco, U.S.A)(Bradford, 1979).
Amostras dos sobrenadantes contendo cerca de 100 ug de proteina total do
cerebelo de pintos jovens, adultos e idosos foram tratadas com tampao Laemmli
contendo DTT 100 mM e submetidas a eletroforese em géis de acrilamida a 8%
contendo dodecil sulfato de sédio utilizando uma cuba para mini-gel (Mini-Protean
3; Bio-Rad). Apd6s a separagado eletroforética, as proteinas foram eletro-
transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Millipore, 0,45 ym de didametro)
utilizando-se um sistema de transferéncia (Trans-Blot cell system; Bio-Rad), em
tampé&o contendo SDS. Apds a transferéncia, as membranas foram incubadas em
solugéo bloqueio com leite desnatado (Molico, Nestlé) 5% em tamp&o Tris-Salina
(Tris 10mM e NaCl 0,15M, pH 7,5), por 2 horas sob agitacdo leve. Apos esse
periodo, as membranas foram incubadas com anticorpos monoclonal especifico
para NR1 na concentracdo de 1:1000, e beta-actina na concentragao de 1:10000
em solugéo bloqueadora, por 18 horas a 4°C. Em seguida, as membranas foram

lavadas com Tris-Salina e incubadas por 2 horas com o anticorpo secundario
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marcado com  peroxidase (Amershan Biosciences, Little  Chalfon,
Buckinghamshire, UK) diluido a 1:10000 em solug&o bloqueadora. O excesso de
conjugado foi removido com mais um ciclo de lavagens e os antigenos foram
revelados utilizando o Kit ECL (Amershan Biosciences, Little Chalfon,
Buckinghamshire, UK) de quimioluminescéncia. 42 beta-actina

As bandas obtidas nos filmes foram escaneadas e analisadas quanto a
densidade optica da imunorreatividade usando o programa Scion Image (Scion
Corporation, Frederick, MD, EUA). Dos dados obtidos realizou-se uma razao entre
a densidade O6ptica da subunidade NR1 e da beta-actina, e estes dados foram

entdo submetidos a analise estatistica no programa SPSS, versédo 10.0.

Il - 4. ANALISE DOS DADOS DE IMUNO-HISTOQUIMICA

- Analise qualitativa:

O material obtido foi analisado em um microscopio 6ptico. A intensidade da
imunorreatividade da subunidade NR1 dos receptores de glutamato tipo NMDA foi
estimada subjetivamente de ausente a intensa, de acordo com a presencga das
mesmas nos pericarios e neurdpila de uma mesma estrutura, em 4 pintos e 4
galinhas, de 5 a 7 cortes de cada cerebelo estudado. A identificacdo das células e
camadas do cerebelo foi baseada no Atlas esterotaxico de pintos (KUENZEL &

MASON, 1988).
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- Analise semi-quantitativa:

Considerando observagdes preliminares da presenca de um declinio do
numero de células de Purkinje NR1-positivas ao longo do envelhecimento,
quantificamos as células de Purkinje e analisamos a densidade média de células
de Purkinje que expressam NR1 em animais jovens e idosos. Além disso,
comparamos essa densidade de células NR1-positivas em relacdo ao total de
células de Purkinje, identificadas pelo método de Giemsa. A quantificagao foi
realizada nas folhas cerebelares Il, VI e IX de 5 cortes, em 4 animais com 1 més e
em 4 animais idosos. Em cada um dos cortes analisamos quatro campos de
10.000 pm? Os dados colhidos foram submetidos & andlise estatistica no

programa SPSS, versdo 10.0.

Il - 5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados de imuno-histoquimica e immunoblotting apresentaram uma
distribuicdo normal segundo o teste de Kolmogorov-Smirnov. As médias de
tendéncia central (média) e dispersdo da amostra (erro-padréo) estéo
apresentados no grafico dos resultados.

As comparagdes entre os grupos foram conduzidas a partir do teste
ANOVA para medidas né&o-repetidas, seguida de pos-teste de Bonferroni e de
Tukey B quando a andlise de variancia apresentou diferenga estatisticamente

significante. Para todos os testes, o nivel de significdncia assumido foi de p<0,05.
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IV - RESULTADOS

IV — 1. Andlise qualitativa da expressdao da subunidade NR1 no cerebelo de

pinto durante o desenvolvimento pds-natal e envelhecimento.

Os nossos dados mostraram que a célula de Purkinje foi a Unica célula do
cortex cerebelar de pintos e galinhas a expressar a subunidade NR1 dos
receptores de glutamato tipo NMDA (Figura 3). Além disso, foi observada também
uma imunorreatividade em neurodpila da camada molecular juntamente com a
imunorreatividade da arvore dendritica das células de Purkinje. A subunidade
NR1 mostrou uma diminuigdo da expressao nas células de Purkinje do cerebelo
de pintos durante o envelhecimento. Essa diferenca no padrdao temporal de

expressao esta ilustrada na Tabela 2.

Idade Células de Arvore dendritica Neurdpila da
_ Purkinje das céls. Purkinje Camada molecular

P1m +++ ++/+++ ++/+++

P4a +/++ +/++ +

Escala de intensidade de imunorreatividade contra a subunidade NR1 dos receptores de
glutamato: -, ausente; +, leve; +/ ++, leve a moderada; ++, moderada; ++/ +++, moderada
aintensa; +++, intensa.

Tabela 2 - Distribuigdo da subunidade NR1 dos receptores de glutamato no cortex
cerebelar de pintos ao longo do envelhecimento.

A imunorreatividade contra NR1 nos pericarios das células de Purkinje
mostrou-se intensa em pintos jovens (P1m) e de leve a moderada em galinhas
idosas (P4a). Ja na arvore dendritica das células de Purkinje foi observada uma
expressao de moderada a intensa no periodo inicial pés-natal diminuindo para

leve a moderada em P4a. A imunorreatividade contra NR1 na neurdpila da
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camada molecular mostrou-se leve a moderada em P1m, com uma diminuigdo em
P4a revelando uma imunorreatividade leve. (Figura 4).

A expressao da subunidade NR1 também foi observada nos nucleos
cerebelares profundos medial, intermédio e lateral, tanto dos animais jovens como

dos envelhecidos.
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Figura 3. Imagem digital de corte sagital de cerebelo de pinto jovem (P1m)
ilustrando a expressao da subunidade NR1 nas células de Purkinje. CM- camada
molecular, CP- camada de células de Purkinje, CG- camada granular. Barra de

escala — 100 ym.
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Pim

P4a

Figura 4. Imagens digitais de cortes sagitais do cerebelo ilustrando uma
expressdo temporal distinta da subunidade NR1 nas células de Purkinje de
animais jovens (P1m) e idosos (P4a). CM- camada molecular, CP- camada de

células de Purkinje, CG- camada granular. Barra de escala — 50 ym
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IV — 2. Analise semi-quantitativa da expressao da subunidade NR1 no

cerebelo de pinto durante o desenvolvimento pds-natal e envelhecimento.

Os nossos dados quantitativos da densidade média de células de Purkinje
das folhas cerebelar Il, VI e IX que expressam NR1 revelaram uma diminuicdo
estatisticamente significante dos animais idosos (p=0,028) quando comparamos a

expressao dessa proteina nos animais jovens (Figura 5).

Densidade Média de Células - NR1
M
o
=
Q

\

jovem idoso
Figura 5. Efeito do envelhecimento sobre a expressdo da subunidade NR1 nas varias
folhas cerebelares estudadas. A densidade média das células de Purkinje NR1-positivas
nas folhas cerebelares II, VI e IX mostrou uma diminuicdo estatisticamente significante
nos animais idosos comparada a dos animais jovem (*p=0,028). Area analisada =
10.000um?.

Os valores da densidade média de células de Purkinje NR1-positivas na
folha Il de P1m foi de 7,34+0,17 (médiaterro padréo) e em P4a foi de 5,78+0,12.
Células de Purkinje da folha VI que expressam NR1 apresentaram uma
densidade média de 75,6+0,18 em P1m e média de 5,9+0,14 em P4a. A
densidade média das células de Purkinje NR1-positivas nas folhas IX em P1m foi

de 8,09+0,17 e em P4a foi de 5,49+0,13 (Figura 5). Esses dados revelam que as
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folhas IX dos animais idosos apresentaram uma queda em torno de 32% na
densidade média de células de Purkinje que expressam NR1 em relagdo a dos
animais jovens. Ja as folhas VI e Il das galinhas idosas mostraram uma
diminuicao de 22% e 21%, respectivamente, em relacdo a densidade média dos
animais jovens.

Um outro dado revelado pelo nosso estudo é que a densidade média de
células de Purkinje NR1-positivas ndo variou significativamente entre as folhas de

animais de mesma idade (p=0,851).

IV — 3. Analise semi-quantitativa das células de Purkinje do cerebelo de
pinto durante o desenvolvimento pés-natal e envelhecimento, pela técnica

de Giemsa.

A densidade média de células de Purkinje nas folhas Il, VI e IX revelada
pela técnica de Giemsa mostrou uma diminuicédo estatisticamente significante da
densidade de células de Purkinje dos animais idosos (P4a) comparada a dos
animais jovens (P1m) (p=0,007). Os valores das médias e erro padréo estdo
ilustrados na figura 6. A densidade média de células de Purkinje nas folhas Il do
animal de 1 més (P1m) foi de 9,86+0,21 e o da galinha idosa (P4a) foi de
7,06+0,22. Nas folhas VI, as densidades médias de células de Purkinje foram de
10,09+0,25 para os animais jovens e de 7,13+0,23 para os animais idosos (P4a).
Enquanto, nas folhas IX do animal P1m a densidade média foi 9,61+0,20 e de
7,38+0,22 para os de P4a. Esses dados mostram que as folhas cerebelares I

(Figura 7) e VI apresentaram uma maior queda na densidade de células de



30

Purkinje, em torno de 28,5%, quando comparamos o0s animais idosos com 0s
jovens. Em seguida, vem a folha IX mostrando uma diminuicdo de 23% na
densidade de células de Purkinje dos animais idosos em relagdo aos jovens.

A analise estatistica da densidade média de células de Purkinje entre as

folhas de animais de mesma idade nao variou significativamente (p=0,864).
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Figura 6. A densidade média de células de Purkinje nas folhas cerebelares
II, VI e IX de animais idosos, pela técnica de Giemsa, mostrou uma diminuicao
estatisticamente significante comparada a dos animais jovens (*p=0,007). Area

analisada = 10.000um?2.
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Figura 7. Imagens digitais de cortes sagitais de cerebelo de pintos jovens e
idosos reveladas pela técnica de Giemsa. CM- camada molecular, CP- camada
de células de Purkinje, CG- camada granular. Barra de escala — 100 pym.
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Apesar da analise estatistica da densidade média de células de Purkinje
NR1-positivas e da densidade média das células de Purkinje nao variar
significativamente entre as folhas de animais de mesma idade, quando
comparamos o efeito do envelhecimento sobre a densidade média das células de
Purkinje, elas apresentaram um padrao de queda diferente entre as folhas. Isto é,
a folha IX apresentou uma maior queda da densidade média de células de
Purkinje NR1-positiva (32%) com uma menor queda da densidade de células de
Purkinje (23,2%), detectadas pela técnica de Giemsa, enquanto as outras duas

folhas revelaram o inverso (Figura 8).

Fll F Vi FIX

E NR1
@ Giemsa

% de células

Folhas cerebelares

Figura 8. Queda da porcentagem de células de Purkinje que expressam NR1 e
das células de Purkinje, pela técnica de Giemsa, nas folhas Il, VI e IX de galinhas
idosas em relagéo as jovens. Os dados mostram que quanto menor a queda de
células de Purkinje NR1-positivas maior € a queda das células de Purkinje,
reveladas pelo método de Giemsa, no cortex cerebelar de galinhas idosas. Area

analisada = 10.000um?.



33

IV -4. “IMMUNOBLOTTING”

Os dados de immunoblotting mostraram nao haver mudangas estatisticas
na expressao de NR1 ao longo do desenvolvimento pds-natal e envelhecimento.
A média + erro padrao foi de 0,89+0,04 para os animais jovens, e de 1,00+0,04

para os animais adultos, enquanto para os idosos foi de 1,01+0,05 (Figura 9).

A St S s NR1 c
(102 kDa)

B s S qumee Beta- acting 1
Jovem Adulto Idoso (42 kDa)

Razao MR 1/Beta-actina

jovem acutto idoso

Figura 9. Expressdo de NR1 no cerebelo de animais (Gallus gallus) ao longo do
envelhecimento. Avaliagdo por immunoblotting: A — Immunoblots de NR1 em
animais jovem, adulto e idoso; B — controle com Beta-actina das amostras; C — A
razdo da densidade Optica de NR1/Beta-actina nédo foi estatisticamente

significante.



34

V - DISCUSSAO

A participagdo dos receptores de glutamato tipo NMDA nas fungdes
motoras, cognitivas, emocionais e na plasticidade sinaptica do desenvolvimento
ao envelhecimento, bem como na excitotocidade presente em varias condigdes
patolégicas, suportam a relevancia de estudar a transmissdo glutamatérgica
dentro do SNC. Considerando que muitas dessas fungdes sdo processadas no
cerebelo (ITO, 2000; DELGADO-GARCIA, 2001; SEKIRNJAK et al., 2003),
tornando-o um excelente modelo para determinar a composicao dos receptores
de glutamato nos tipos celulares especificos.

O nosso estudo revelou que a subunidade NR1 foi expressa nas células
dos nucleos cerebelares medial, intermédio e lateral e no cértex cerebelar a unica
célula a expressar essa subunidade foi a célula de Purkinje, tanto nos animais
jovens como nos envelhecidos. Estudos de hibridagdo in situ e de imuno-
histoquimica em roedores revelaram que essa subunidade foi expressa tanto
pelas células de Purkinje como pelas células de Golgi (MORIYOSHI et al., 1991;
PETRALIA et al.,, 1994), sugerindo uma possivel diferengca entre as espécies,
apesar dessa expressao no cortex de rato ter predominado nas células de
Purkinje.

Os nossos resultados imuno-histoquimicos revelaram uma diminuicdo da
imunorreatividade NR1 no corpo celular e arborizacdo dendritica das células de
Purkinje no decorrer da vida pds-natal. Um declinio da expressédo da subunidade
NR1 foi observado no pericario e na arborizacdo dendritica das células de
Purkinje dos animais idosos quando comparamos com o0s jovens. Esse declinio

do numero de receptores de GluRs com o envelhecimento do cerebelo parece
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corroborar os dados obtidos em outras estruturas encefalicas de ratos,
camundongos e macacos idosos (PETERSEN & COTMAN, 1989; TAMARU et al.,
1991; WENK et al.,, 1991; MAGNUSSON & COTMAN, 1993; MITCHELL &
ANDERSON, 1998; HOF et al., 2002). Estudos com ligantes radioativos e de
hibridizagao in situ no encéfalo de ratos jovens, adultos e idosos mostraram que o
processo de envelhecimento pode conduzir a mudangas nas concentragcdes dos
ligantes [H*]-MK-801 e [H*]-AMPA e nos mRNAs das subunidades dos receptores
de glutamato do tipo NMDA e AMPA em varias estruturas, fenbmeno que pode
refletir os disturbios motores e de memadria encontrados em ratos, camundongos e
humanos idosos (PAGLIUSI et al., 1994; WARDAS et al., 1997). Estes dados
corroboram o0s nossos achados, onde houve mudancas na expressao da
subunidade NR1 do GIuRs tipo NMDA no cerebelo de galinhas idosas. Entretanto,
outros estudos de auto-radiografia com ligantes radioativos em encéfalos de
humanos revelaram que a concentragdo do ligante [H*]-MK-801 especifico para
os receptores tipo NMDA observada no hipocampo, cértex entorrinal e cerebelo
se manteve constante ao longo da vida enquanto a concentragdo do ligante [H?]-
AMPA atingiu um pico entre a primeira e segunda década de vida, tendendo a
queda com o avangar da idade (JOHNSON et al., 1993, COURT et al., 1993).

Os nossos resultados de densidade média de células de Purkinje NR1-
positivas nas folhas cerebelares de galinhas idosas mostraram uma queda
estatisticamente significante em relagdo ao animal jovem revelando uma
diminuicdo da expressdo dessa subunidade durante o envelhecimento. A
magnitude dessa queda foi de 20 a 30%, semelhante a evidenciada em outras
areas encefalicas, tais como cortex cerebral, estriado e hipocampo de roedores

(PETERSEN & COTMAN, 1989; TAMARU et al.,, 1991; WENK et al., 1991,
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MAGNUSSON & COTMAN, 1993; MITCHELL & ANDERSON, 1998; HOF et al.,
2002). Esta diminuicdo pode ser interpretada talvez sob dois aspectos. Primeiro,
como um remodelamento na neurotransmissao glutamatérgica, mas por outro
lado, pode ser um dos responsaveis pelos disturbios motores e cognitivos

observados nos idosos.

Durante o processo normal de envelhecimento do sistema nervoso central
nao foi observado alteragbes na quantidade de glutamato liberado na fenda
sinaptica, mas foi observada uma queda do numero de transportadores de
glutamato de alta afinidade nos terminais glutamatérgicos de animais
envelhecidos resultando numa queda na capacidade de recaptagdo de glutamato
(WHEELER & ONDO, 1982, 1986; SARANSAARI & OJA, 1995; VATASSERY et
al., 1998, apud SEGOVIA et al., 2001) com consequente aumento de glutamato
livre na fenda sinaptica (MELDRUM & GARTHWAITE, 1990; CHOI & ROTHMAN,
1990; LYND-BALTA et al., 1996; FRANCIOSI, 2001; SARNA & HAWKES, 2003).

Os nossos dados mostram tanto uma diminuigcdo na imunorreatividade das
células de Purkinje NR1-positivas como uma queda da densidade média de
células de Purkinje NR1-positivas. Desta forma, diminuir a expressdo de
receptores que permitem um grande influxo de calcio seria um importante
mecanismo para preservagdo de um maior numero de células de Purkinje no
decorrer do envelhecimento, visto que esses receptores permitem grande influxo

de calcio.

Os dados deste trabalho revelam que durante o envelhecimento, quanto
menor a queda de células de Purkinje NR1-positivas (em torno de 20% nas folhas
Il e IV), maior foi a queda das células de Purkinje (em torno de 30% nas folhas Il e

VI), reveladas pelo método de Giemsa, no cortex cerebelar. Varios estudos tém
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demonstrado que a excessiva ativagao dos receptores de glutamato pode resultar
em morte neuronal gerada pela excitotoxicidade (CHOI & VISESKUL, 1988;
McDONALD et al., 1998; MALCON et al., 2000). A ativagcado dos receptores do
subtipo NMDA leva a um aumento exagerado do fluxo de Ca? para o meio
intracelular ativando enzimas dependentes deste ion, como a fosfolipase C,
proteina quinase C, calceneurina e a oOxido nitrico sintase (McDONALD &
SCHOEPP, 1993) levando a producao de radicais livres e morte celular. Portanto,
apesar de nao haver diferenga significativa entre a diminuicdo da densidade de
células de Purkinje entre as folhas cerebelares durante o envelhecimento, a folha
IX que apresentou uma maior queda da densidade de células NR1-positivas
(32%) pode ter poupado mais células da morte, visto que essa folha revelou o

menor decréscimo na densidade celular (23%).

O método de coloragdo de Giemsa revelou uma queda significativa da
densidade média de células de Purkinje nas folhas Il, VI, e IX do cerebelo de
galinha idosa se comparada a da jovem. Essa diminuigao ja foi demonstrada no
cerebelo de outros animais por varios autores. Camundongos e ratos idosos
mostraram uma perda celular uniforme por todo o cerebelo (STURROCK, 1989;
TAMARU, 1991) semelhante a observada por nés no cerebelo de galinhas, ja nos

humanos essa perda foi mais acentuada no vermis (TORVIK et al., 1986).

A diminuicdo na densidade de células de Purkinje NR1-positivas, por outro
lado, pode comprometer substancialmente a neurotransmissao glutamatérgica no
cerebelo de galinhas idosas. Esses achados podem sugerir que a redugédo na
plasticidade neuronal na fase tardia da vida pode ser consequéncia da diminuigao
da neurotransmissao glutamatérgica mediada pelos receptores do tipo NMDA.

Varios estudos demonstraram que os receptores de glutamato do tipo
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NMDA sdo essenciais para o aprendizado motor (THOMPSON et al.,, 1997;
TAKATSUKI et al, 2001, apud SANCHEZ-PEREZ et al., 2005) e para o controle
da coordenagdo motora (CONTRERAS, 1990; ROGAWSKI & PORTER, 1990;
SANCHEZ-PEREZ et al.,, 2005), e que durante o processo normal de
envelhecimento algumas formas de aprendizado motor mostram-se alteradas
(THOMPSON et al.,1997). Portanto, nossos dados sugerem que O
envelhecimento pode conduzir a mudancas na expressao da subunidade NR1 nas
células de Purkinje do cerebelo de pintos podendo comprometer a transmissao
sinaptica nesses circuitos gerando prejuizos na potenciagao e depressao de longa
duragdo (LTP/LTD) que sdo consideradas o substrato neural das disfungdes
cognitivas e motoras (BURKE & BARNES, 2006; MATTSON & MAGNUS, 2006).
Desta forma, o cerebelo tem se mostrado um modelo experimental interessante
para se estudar os possiveis mecanismos celulares envolvidos nessa perda
neuronal observada com o envelhecimento, o que poderia facilitar a compreensao
dos mecanismos envolvidos nos processos degenerativos de algumas doencgas

do SNC.

A diminuigdo da eficiéncia da neurotransmissao glutamatérgica decorrente
da diminuigdo da expressao dos receptores de glutamato tipo AMPA e NMDA em
varias estruturas cerebrais durante o envelhecimento, observada neste e outros
trabalhos (PETERSEN & COTMAN, 1989; TAMARU et al., 1991; WENK et al.,
1991; MAGNUSSON & COTMAN, 1993; PAGLIUSI et al., 1994; WARDAS et al.,
1997; MITCHELL & ANDERSON, 1998; HOF et al., 2002) pode ser compensada
nos idosos com a ativacdo de areas corticais e subcorticais adicionais para a

execucao de tarefas motoras simples quando comparada as areas encefalicas de
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jovens observadas em estudos com a técnica de neuroimagem funcional

(MATTAY et al., 2002; HEUNINCKX et al., 2005; HEUNINCKX et al., 2008a,b).

Os nossos dados de immunoblotting mostraram nao haver mudangas
estatisticas na expressdo de NR1 ao longo do desenvolvimento pds-natal e
envelhecimento, ndo corroborando os nossos dados de imuno-histoquimica.
Apesar dos dois métodos avaliarem a expressao da subunidade NR1 no tecido
cerebelar, existe diferenca no processamento deles. A técnica de imuno-
histoquimica foi utilizada para revelar a expressdo da subunidade NR1
especificamente nas células de Purkinje, enquanto o método de immunoblotting
avaliou a expressdo da subunidade NR1 em todo o cerebelo, incluindo cortex
cerebelar e nucleos cerebelares, o que pode mascarar os resultados ou diluir os
efeitos causados pelo envelhecimento sobre a expressao pelas células de
Purkinje. Entretanto, estudos com ligantes radioativos no cerebelo de humanos
mostraram que os receptores tipo NMDA surgem no periodo fetal, aumentam até
atingir o platé por volta dos 10 anos e se mantém ao longo da vida (COURT et al.,

1993; JOHNSON et al., 1993).
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VI - CONCLUSAO

Os nossos resultados revelaram que:
* As células de Purkinje no cerebelo de pintos foram as unicas células do
cortex cerebelar que expressaram a subunidade NR1 do receptor de

glutamato tipo NMDA.

* O envelhecimento pode conduzir mudangas nas células de Purkinje que
vao desde a morte celular até uma queda na densidade média de células
de Purkinje NR1-positivas no cerebelo de galinhas. Fenbmeno que pode
refletir os disturbios motores e de memodria encontrados em animais

idosos.

A reducdo na plasticidade neuronal na fase tardia da vida pode ser
decorrente da diminuicdo da neurotransmissao glutamatérgica mediada

por receptores tipo NMDA.
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