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RESUMO 

RAPOZO, Viviane Younes. Sinalização da MAPK/ERK na diferenciaçãao da 
oligodendroglia: efeitos de inibidores da MEK sobre a morfologia e distribuição de proteínas 
de oligodendrócitos/mielina in vitro. 2009. 100f. Tese (Doutorado em Biociências) - Instituto 
de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de 
Janeiro, 2009. 

A via de sinalização da cinase regulada por fatores extracelulares, da família das 
proteínas cinases ativadas por mitógenos (MAPK/ERK) é importante tanto para a 
sobrevivência como para a progressão da diferenciação de oligodendrócitos. Neste trabalho, a 
via da MAPK/ERK foi avaliada na oligodendroglia in vitro com a utilização de inibidores da 
MEK. A morfologia celular, assim como a distribuição de proteínas foram analisadas em 
diferentes estágios de maturação da oligodendroglia. Culturas primárias de oligodendrócitos 
foram tratadas com os inibidores da MEK PD98059 ou U0126, aos 5 ou 11dias in vitro (div), 
por 30min, 24 ou 48h. A oligodendroglia foi distinguida com marcadores estágio-específicos: 
A2B5, 2´3´nucleotídeo cíclico 3´ fosfodiesterase (CNPase) e proteína básica de mielina 
(MBP), e classificada de acordo com sua morfologia em diferentes estágios de 
desenvolvimento. O tratamento aumentou significativamente o número de células com 
morfologia mais imatura e diminuiu o número de células maduras. Além disso, aumentou o 
número de células redondas e sem prolongamentos as quais não puderam ser classificadas em 
nenhum dos estágios de desenvolvimento da oligodendroglia. Os efeitos mais evidentes foram 
observados logo após o menor tempo de tratamento. Células redondas eram positivas para 
CNPase e MBP, porém não foram marcadas com A2B5 ou com NG2, indicando que seriam 
células maduras  incapazes de estender ou manter seus prolongamentos. De fato, estas 
mudanças foram acompanhadas por alterações na distribuição de proteínas de 
oligodendrócitos como a MBP e a CNPase, assim como alterações em proteínas de 
citoesqueleto, como actina, tubulina e na cinase de adesão focal (FAK). A MBP foi observada 
nas células tratadas em um padrão de distribuição desorganizado e disperso, oposto ao padrão 
contínuo que é observado nas células das culturas controle. Além disso, o tratamento causou 
uma desorganização na distribuição da  CNPase, actina e tubulina. Nas células das culturas 
controle, estas proteínas apresentam um padrão organizado compondo as estruturas de 
citoqueleto semelhantes a nervuras. Após um pequeno período de tratamento (30min), actina 
e tubulina apresentaram o mesmo padrão de marcação puntiforme que a CNPase apresentou. 
O tratamento também reduziu os pontos de adesão focal demonstrados pela FAK. Com o 
decorrer do tratamento, após 24 e 48h, actina e tubulina aparentavam estar se reorganizando 
em um padrão filamentar. Estes resultados indicam um efeito importante da via da 
MAPK/ERK na ramificação e alongamento dos prolongamentos dos oligodendrócitos, com 
possíveis consequências para a formação da bainha de mielina. 

Palavras-chave: Oligodendrócito. Diferenciação. Via de sinalização MAPK/ERK. 
Citoesqueleto. 



ABSTRACT 

The mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-regulated kinase 
(MAPK/ERK) pathway is important for both long-term survival and timing of the progression 
of oligodendrocyte differentiation. In this work, the MAPK/ERK signaling in oligodendroglia 
was studied in vitro by using MEK inhibitors. Cell morphology and distribution of proteins 
were analyzed in different stages of maturation. Primary cultures of oligodendroglia were 
treated with the MEK inhibitors PD98059 or U0126, at 5 or 11div for 30min, 24 or 48h. 
Oligodendroglial cells were distinguished by using stage specific markers: NG2 proteoglycan, 
A2B5, 2´3´nucleotide-cyclic 3´phosphodiesterase (CNPase) and myelin basic protein (MBP), 
and classified according to their morphology into different developmental stages. Treatment 
significantly increased the number of cells with more immature morphologies and decreased 
the number of mature cells. Furthermore, it increased the number of rounded cells that could 
not be classified into any of the oligodendroglial developmental stages. The strongest effects 
were usually observed shortly after treatment. Rounded cells were CNPase/MBP positive and 
they were not stained by anti-NG2 or A2B5, indicating that they were mature cells unable 
either to extend and/or to maintain their processes. In fact, these changes were accompanied 
by alterations in the distribution of the oligodendroglial proteins MBP and CNPase, and 
alterations in cytoskeleton proteins, as actin, tubulin and the focal adhesion kinase (FAK). 
MBP was observed in a continuous distribution in cell body and processes in control cultures. 
Furthermore, in treated cultures a disorganized pattern of distribution of CNPase, actin and 
tubulin was observed. In control cultures, these proteins compose the cytoskeleton vein-like 
structures. By the other side, after a short time of MEK inhibition (30min), actin and tubulin 
showed the same punctual pattern observed in CNPase distribution. Treatment also caused a 
reduction of focal adhesion sites showed by FAK. As treatment progressed, after 24 and 48h, 
actin and tubulin seemed to be rearranged into a filament-like pattern. These data showed an 
effect of the MAPK/ERK pathway on oligodendroglial branching, with possible 
consequences for the formation of the myelin sheath. 

Keywords: Oligodendrocyte. Differentiation. MAPK/ERK signaling pathway. Cytoskeleton. 
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INTRODUÇÃO 

As células gliais foram descobertas em meados de 1800, por um grupo de cientistas 

que inclui Rudolf Virchow, Theodor Schwann e Robert Remak.  O termo glia é originado do 

grego e quer dizer cola ou cimento, pois, antes das células gliais serem identificadas, 

Virchow, em 1856 (citado em Kettenmann & Ransom, 2004) reconhecia que havia um tecido 

conectivo não celular que ligava os neurônios. Atualmente, sabe-se que a glia não pode ser 

considerada somente como célula de sustentação dos neurônios; as células gliais possuem 

papéis essenciais e muito ativos durante o desenvolvimento no sistema nervoso (SN) 

(Haydon, 2001; Doetsch, 2003; Allen & Barres, 2005; Seifert, et al., 2006; Ndubaku & de 

Bellard, 2008). 

Provavelmente, a mais conhecida de todas as funções gliais é a formação da mielina, 

uma bainha composta por membranas que reveste os axônios e facilita a rápida comunicação 

entre os neurônios. Robert Remark foi quem começou a observar no sistema nervoso 

periférico (SNP) as fibras embainhadas “medullated fibers”, mas foi Virchow, novamente, 

quem criou o termo mielina, em 1853, quando se referiu às bainhas de gordura em volta de 

alguns axônios (revisado por Jacobson em 1991). As células de Schwann foram chamadas 

assim por Louis Ranvier em 1871, e Ramon y Cajal estabeleceu este nome pelo monumental 

trabalho deste pesquisador no SN. Finalmente, foi Pio del Rio-Hortega quem distinguiu dois 

outros tipos de células não neuronais: os oligodendrócitos e a microglia (citado em 

Kettenmann & Ransom, 2004 e em Ndubaku & de Bellard, 2008).  

A bainha de mielina que envolve os axônios constitui a estrutura de membranas mais 

abundante no sistema nervoso dos vertebrados. Sua composição específica, rica em lipídeos e 

pobre em água, promove o isolamento elétrico de axônios em regiões segmentadas e permite 

que o potencial de ação avance pelas regiões desprovidas de mielina (nodos de Ranvier), 

constituindo assim, a chamada condução saltatória do potencial de ação. As vantagens da 

bainha de mielina dos axônios no curso da evolução das espécies podem ser consideradas bem 

claras. Não somente a velocidade de condução de potenciais de ação é aumentada, como 

também, realizada com economia de espaço e com pouco gasto de energia pela célula, pois os 

influxos e efluxos iônicos ocorrem somente nas interrupções da bainha, nas ramificações ou 

nos nodos (Roots & Vernadakis, 1995). No sistema nervoso central (SNC), os axônios, em 

sua maioria, são envolvidos por prolongamentos citoplasmáticos de oligodendrócitos, 
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formando sucessivas camadas modificadas de suas membranas plasmáticas, constituindo a 

bainha de mielina central (Peters et al., 1991). 

A formação da mielina pelos oligodendrócitos requer uma síntese coordenada de uma 

grande quantidade de proteínas e lipídeos e a integração destes dentro de uma alta 

organização da estrutura multilamelar. A organização lamelar da mielina resulta de diferentes 

interações intra e extracelulares da membrana plasmática, que ocorre durante o 

embainhamento espiral dos axônios (Peters et al., 1991).  

A mielinização é um dos temas mais estudados da interação neurônio-glia, visto que 

várias doenças cursam com episódios de perda da bainha de mielina e vários autores têm 

descrito que a mielina central e/ou as células que são responsáveis pela sua produção têm 

propriedades não permissivas ao crescimento de axônios e à regeneração (ver Baumann & 

Pham-Dinh, 2001 para revisão).  
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1 REVISÃO DA LITERATURA

1.1  Oligodendroglia

O termo oligodendroglia foi introduzido por del Rio Hortega em 1921 (Kettenmann & 

Ransom, 2004 para revisão) para descrever aquelas células que mostram poucos 

prolongamentos na técnica com material impregnado com metais.  

Várias características distinguem os oligodendrócitos dos astrócitos, em particular: seu 

tamanho pequeno, a grande densidade de citoplasma, o núcleo com densa cromatina, a 

ausência de filamentos intermediários (fibrilas) e de glicogênio no citoplasma, e a presença de 

um grande número de microtúbulos que estão envolvidos com a estabilidade dos 

prolongamentos (Lunn et al.,1997). Oligodendrócitos maduros, em cultura, são caracterizados 

por suas numerosas extensões citoplasmáticas e por superfícies planas de membranas. Estas 

extensões contêm uma rede de citoesqueleto, formada por microtúbulos e microfilamentos. 

Estudos por microscopia eletrônica revelaram a presença de mitocôndrias, agrupamentos de 

ribossomos e cisternas de retículo endoplasmático nas extensões citoplasmáticas (Richter-

Landsberg, 2000). Especificamente, os prolongamentos de oligodendrócitos maduros contêm 

numerosas organelas que normalmente estão associadas com síntese de lipídeos, transporte e 

produção de energia.  

Um oligodendrócito pode estender vários prolongamentos, que podem entrar em 

contato com um segmento de axônio e envolvê-lo repetidamente formando uma espiral 

múltipla ainda contendo citoplasma (Bunge, 1968). Finalmente o citoplasma é excluído do 

prolongamento do oligodendrócito, as faces internas da membrana se fundem constituindo a 

linha densa principal da mielina; as faces externas também se mantêm apostas constituindo a 

linha intraperiódica (Figura 1). No mesmo axônio, segmentos adjacentes de mielina podem 

pertencer a diferentes oligodendrócitos. O número de prolongamentos projetados por um 

oligodendrócito varia de acordo com a área do SNC, e possivelmente da espécie, que vai de 

1:1 na medula espinhal de gatos (Bunge et al.,1961) até  40:1 no nervo óptico de ratos (Peters 

et al., 1991). Muitos investigadores têm descrito várias formas de expansões (folhas) 

membranosas produzidas pelos oligodendrócitos na ausência de neurônios em preparações in

vitro (Pfeiffer, 1984; Rome et al., 1986; Knapp et al., 1987). O número de folhas 
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membranosas por célula também varia, assim como seu tamanho, que pode chegar a 

diâmetros de até 200µm (Dyer, 1993). 

Além dos oligodendrócitos responsáveis pela formação de mielina, existem também 

oligodendrócitos satélites (Penfield, 1932), que podem não estar diretamente ligados à 

formação e/ou à manutenção da bainha de mielina. Estes são perineuronais e parecem atuar na 

regulação do microambiente ao redor dos neurônios (Peters et al., 1991; Ludwin,1997; 

Dawson et al., 2000).  

Figura 1- Esquema da mielinização de axônios (Ax) por um oligodendrócito. O axônio 

representado na parte inferior apresenta um estágio mais avançado de mielinização do que o 

representado acima na figura. A linha intra-periódica (LIP) é formada pela junção dos 

folhetos externos da membrana do oligodendrócito enquanto a linha densa principal (LDP) é 

formada pela junção dos folhetos internos. Observar também os compartimentos da chamada 

mielina não-compacta: alça externa (AE), alça interna (AI) e alças paranodais (APN). Um nó 

de Ranvier (N) é aparente no axônio acima (modificada de Barradas et al., 2005). 
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1.2  Diferenciação de Oligodendrócitos 

 

 

Os oligodendrócitos se originam de precursores migratórios e mitóticos, passam a 

progenitores, e com progressiva maturação passam a células pós-mitóticas produtoras de 

mielina (Miller, 2002). A expressão sequencial de marcadores do desenvolvimento, 

identificados por um painel de anticorpos específicos de oligodendroglia, divide a linhagem 

em diferentes estágios fenotípicos, caracterizados pela capacidade proliferativa, habilidade de 

migração e mudanças morfológicas dramáticas. Muitos dos marcadores têm sido identificados 

em culturas de tecidos. Alguns deles são também componentes de mielina. A diferenciação 

envolve a perda de alguns antígenos de superfície ou intracelulares e a aquisição de outros 

novos.  

A maioria dos oligodendrócitos é gerada ventralmente, a partir de células 

proliferativas neuroepiteliais das zonas telencefálica ventricular e sub-ventricular (Doetsch et 

al., 1997). Os precursores de oligodendrócitos começam a ser gerados no dia embrionário 

E12.5, pelas células neuroepiteliais das regiões ventrais das zonas ventriculares, logo após a 

geração de neurônios motores (Pringle & Richardson, 1993; Rowitch, 2004; See & Grinspan, 

2009). A especificação destes precursores na medula é controlada por sinais liberados pela 

placa do assoalho na região ventral, como o sonic hedgehog (Shh), que induz a expressão de 

fatores de transcrição necessários para os estágios de desenvolvimento dos oligodendrócitos 

(Lu et al., 2000; Zhou et al., 2000; Zhou & Anderson, 2002). A linhagem oligodendrocítica é 

induzida internamente por fatores de transcrição, tais como Olig-1 e Olig-2, que são expressos 

durante o desenvolvimento em uma discreta população de progenitores neurais, atuando 

também na especificação de neurônios motores (Miller, 2002). Estudos com mutantes 

“knockouts” para ambos os genes Olig-1 e Olig-2 demonstraram que nenhum oligodendrócito 

era gerado nestes animais, em nenhuma região do SNC. Quando a mutação envolvia apenas 

um dos genes, a severidade era menor. No mutante para o gene Olig-1, ocorria somente um 

atraso na maturação de oligodendrócitos. No mutante para o gene Olig-2, poucos 

oligodendrócitos eram gerados no prosencéfalo, já no mesencéfalo e no metencéfalo, o 

número de oligodendrócitos chegava perto do normal, porém, estes animais eram totalmente 

desprovidos de oligodendrócitos na medula espinhal. Nestes mutantes, todos os 

oligodendrócitos gerados expressavam Olig-1, sugerindo uma sobreposição das funções de 

ambos os genes (Rowitch et al., 2002). Podemos citar outros fatores de transcrição 
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importantes como o Nkx2.2 e Sox-10 (Lu et al., 2000; Zhou et al., 2000; Stolt et al., 2002; 

See & Grisnpan, 2009 ).  

Progenitores de oligodendrócitos podem então, migrar, lateral e dorsalmente por longas 

distâncias, se multiplicar e se distribuir por todo o SNC como mostrado por estudos durante o 

desenvolvimento (Frost et al.,1996) e pós-transplantes (Lachapelle et al., 1994). O tempo de 

diferenciação dos oligodendrócitos depende de um programa intrínseco da linhagem além de 

sinais extracelulares (Kondo & Raff, 2000a, b). Como os oligodendrócitos maduros migram 

menos, a prevenção da diferenciação prematura dos progenitores é crucial para assegurar que 

isto vai ocorrer nos seus destinos certos e esta é efetivamente prevenida por mecanismos de 

inibição, como a via da Wnt/β-catenina (Feigenson et al., 2009), a sinalização das proteínas 

morfogenéticas de osso (BMP) 2 e 4 (See & Grinspan, 2009), e a via sinalizada pela proteína 

Notch (Wang et al., 1998). Tem sido levantada a hipótese de que, mesmo depois do 

desenvolvimento ser completado, a sinalização via Notch pode ajudar a manter algumas 

linhagens de células precursoras em tecidos adultos, prevenindo-as da diferenciação e 

permitindo a possibilidade de geração de novas células na reconstrução de tecidos danificados 

(Artavanis-Tsakonas et al., 1995).  

 Os progenitores de oligodendrócitos têm sido caracterizados pela morfologia bipolar e 

pela expressão de marcadores específicos. Em estudos in vitro, assim como in vivo, 

experimentos com técnicas de transplante mostram que estas células têm atividade 

proliferativa e possuem propriedade migratória.  Entre os marcadores de progenitores estão: 

os gangliosídeos de superfície, ainda não caracterizados, identificados pelo anticorpo A2B5 

(Raff, 1989); o receptor alfa do fator de crescim

et al., 1989; Decker & ffrench-Constant, 2004); o proteoglicano sulfatado de condroitina 

-localizam 

com este tanto in vivo quanto in vitro (Nishiyama et al., 1996); a forma embrionária 

polisialilada da molécula de adesão celular neural (PSA-NCAM), importante na migração 

celular por direcionar o progenitor em resposta ao PDGF (Ben-Hur et al., 1998) e o RNAm da 

2’,3’ nucleotídeo cíclico 3’fosfodiesterase (CNPase), que é o primeiro marcador protéico 

específico de oligodendrócito a ser expresso (Amur-Umarjee et al., 1990; Barradas et al., 

1995; Barradas et al., 1998).  

Após a migração no SNC de mamíferos, progenitores se estabelecem ao longo do 

caminho das fibras da futura substância branca e se transformam em pré-oligodendrócitos, 

células com múltiplos prolongamentos, que mantêm a propriedade de divisão celular e 

adquirem o antígeno POA (antígeno pró-oligodendroblasto), que é reconhecido pelo anticorpo 



27 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

  

 

 

 
  
 

 

 
  

 

 

 
 

 

 

 

 
 

 

 
 

 

  

 

 
 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 

P 
PSA-NCAM 
NESTINA 
GD3 
PDGFR-α 
DM-20 
CNPase  
Olig1/2 

OPC 
A2B5 
NG2 
GD3 
PDGFR-α 
DM-20 
CNPase 
Olig1/2 
Sox 10 

PO 
O4 
A2B5 
GD3 
NG2 
CNPase 
PDGFR-
α 
DM-20 
Olig1/2 
Sox 10 
Nkx2.2 

IO 

GalC 
O4 
CNPase 

M 
MBP 
PLP/DM-20 
MAG 
MOG 
O4 
GalC 
CNPase 
Olig1/2 
Sox 10 
Nkx2.2 

* 

O4 (Sommer & Schachner, 1981; Grinspan, 2002). Neste estágio, os pré-oligodendrócitos 

ficam menos móveis (Orentas & Miller, 1996), ou mesmo pós-migratórios (Pfeiffer et al., 

1993), e perdem a resposta mitogênica ao PDGF (Hart et al, 1989; Gao et al.,1998). O pré-

oligodendrócito se torna oligodendrócito imaturo, caracterizado em ratos pelo aparecimento 

do antígeno lipídico galactocerebrosídeo (GalC) e pela perda da expressão dos antígenos 

reconhecidos pelo anticorpo A2B5 na superfície da célula (Raff, 1989) e também pela perda 

do PSA-NCAM (Fewoun et al., 2007). Em cerebelos de ratos, a CNPase aparece 

simultaneamente ao GalC e antes da proteína básica de mielina (MBP) e da proteína 

proteolipídica (PLP) (Baumann and Pham-Dinh, 2001). Esta mesma sequência ocorre também 

in vitro (Raff, 1989).  

O aparecimento sequencial de MBP e também de outra proteína minoritária, a 

glicoproteína associada à mielina (MAG), assim como de PLP e da glicoproteína de 

oligodendrócito e mielina (MOG), que também é correlacionada com estágios tardios de 

maturação de oligodendrócitos (Solly et al., 1996), tanto in vivo quanto in vitro, caracteriza 

um oligodendrócito maduro (Pfeiffer et al, 1993) (Figura 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Esquema representativo da classificação morfológica nas diferentes fases de 

maturação oligodendrocítica: P (precursor), OPC (célula progenitora de oligodendrócitos), 

PO (pré-oligodendrócito), IO (oligodendrócito imaturo), M (oligodendrócito maduro com 

véus de membrana). Seguem listadas as proteínas expressas em cada estágio específico (em 

preto), os RNA mensageiros (em cinza) e os fatores de transcrição (em vermelho). * Alguns 

autores, inclusive o nosso grupo, já identificaram a proteína CNPase já expressa nesta fase de 

progenitor (baseada em Hardy & Reynolds, 1993 e Baumann & Pham-Dhin, 2001). 
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Há evidências de que a progressão da gênese da oligodendroglia ocorre de forma 

ventro-dorsal, baseada no gradiente da extensão da mielinização e na densidade de células 

precursoras de oligodendócitos, observada tanto em roedores (Pringle & Richardson, 1993; 

Timsit et al., 1995; Jakovcevski et al., 2007) como em cérebros fetais humanos (Rakic & 

Zecevic, 2003; Jakovcevski & Zecevic, 2005; Jakovcevski et al., 2009). 

Análises in vitro sugerem que a maturação dos oligodendrócitos do estágio de 

precursor para célula madura é idêntica tanto em cultura, mesmo sem neurônios, como em um 

tecido intacto, sugerindo assim que a capacidade dos progenitores de oligodendrócitos de se 

diferenciarem em oligodendrócitos maduros é intrínseca na linhagem (Temple & Raff, 1986) 

e envolve a expressão do inibidor de ciclinas dependentes de cinase p57kip2 (Cdkn1c). Esta 

molécula determina quantas vezes o progenitor de oligodendrócitos pode se dividir antes de se 

diferenciar (Dugas et al., 2007). Na ausência de neurônios, oligodendrócitos podem 

claramente formar a membrana de mielina (Sarliéve et al., 1983). No entanto, em co-culturas 

com neurônios, a expressão dos genes de mielina, como PLP, MBP e MAG é aumentada 

(Matsuda et al., 1997). A indução dos genes de mielina é paralela às modificações 

morfológicas, por exemplo, in vivo, quando ocorre o contato axonal, ocorre uma modificação 

dramática na morfologia de oligodendrócitos com a perda de prolongamentos que não têm 

contato com axônios (Hardy & Friedrich, 1996). A sensibilidade dos oligodendrócitos a 

sofrerem o processo de apoptose é dependente do estágio de diferenciação em que se 

encontram. Os progenitores de oligodendrócitos são mais sensíveis à apoptose, em resposta a 

vários fatores como estresse oxidativo e excitotoxidade relacionada ao glutamato, enquanto 

oligodendrócitos pós-mitóticos entram em apoptose se não estabelecerem contato axonal 

(Butts et al., 2008). 

 

 

1.3 Proteínas de Oligodendrócitos / Mielina  

 

 

As proteínas de mielina compreendem 30% do seu peso seco, e são componentes 

específicos de mielina e de oligodendrócitos. Existem vários marcadores protéicos de mielina 

e oligodendrócitos, mas os majoritários são MBP e PLP (com sua isoforma DM-20), que 

constituem 80% do total de proteínas; a CNPase, com aproximadamente 4% do total de 

proteínas, é o marcador protéico mais precoce de oligodendrócitos (Amur-Umarjee et al., 

1990; Barradas et al., 1995; Barradas et al., 1998). Culturas de oligodendrócitos expressam 
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uma variedade de marcadores de mielina que são observados in vivo.  Devido à relevância 

destas proteínas citadas para o desenvolvimento e processo de mielinização, elas serão 

descritas a seguir: 

 

 

1.3.1 Proteolípídeos 

 

 

Proteolipídeos são lipoproteínas solúveis em solventes orgânicos e insolúveis em água. 

Existem como componentes de membrana em muitas plantas, animais e células bacterianas, 

mas são mais abundantes na substância branca do cérebro, onde constituem mais de 50% da 

proteína de mielina central. A PLP é codificada por um gene de 15Kb organizado em 7 exons 

(Morello et al., 1986). O splicing alternativo do gene plp transforma-o numa isoforma menor, 

conhecida como DM20. A PLP e a DM20 dividem sequências idênticas, exceto em relação ao 

aminoácido 35 (Diehl et al., 1986; Macklin et al., 1987), codificado pela extremidade 5’ do 

exon 3, que é ausente na DM20. O gene completo codifica a proteína PLP com uma sequência 

de 276 aminoácidos, massa molecular de 30 kDa. A sequência de aminoácidos da PLP é 

altamente conservada entre os mamíferos (Greer & Lees, 2002) e parece conferir uma 

atividade regulatória na progressão dos estágios de desenvolvimento da linhagem (Tuason et 

al., 2008). Mutações espontâneas envolvendo o gene para PLP ocorrem nos camundongos 

jimpy (jp) (Boison & Stoffel, 1994; Klugmann et al., 1997) e em um número de outros 

modelos animais, assim como em doenças desmielinizantes em humanos. Sem a expressão da 

PLP e da DM20, oligodendrócitos ainda são competentes em mielinizar axônios e montar a 

bainha de mielina compactada. No entanto, a ultra-estrutura da mielina mostra uma 

condensação nas linhas intraperiódicas, semelhante a um zíper (Klugmann et al.,1997).  

 

 

1.3.2 Proteína básica de mielina 

 

 

A MBP é uma das principais proteínas da mielina do SNC e constitui mais de 30% das 

proteínas de mielina. De fato é uma família de proteínas, pois existem muitas isoformas. Em 

roedores, a MBP possui quatro isoformas com pesos moleculares de 14, 17, 18,5 e 21.5 kDa 

(Lees & Brostoff, 1984). As múltiplas formas de RNAm podem ser derivadas do transcrito de 



30 
 

um único gene MBP por diferentes mecanismos de splicing alternativo do transcrito primário 

da MBP. Transcritos deste gene também foram encontrados em células do sistema imune e 

em alguns neurônios. Elementos regulatórios responsáveis pela expressão específica do gene 

de MBP têm sido identificados usando camundongos transgênicos, sendo que alguns destes 

elementos são suficientes para direcionar a expressão em oligodendrócitos. Algumas 

isoformas são re-expressas durante a remielinização (Capello et al., 1997), enquanto outras 

possuem função regulatória na mielinização, por ter um transporte ativo do citoplasma para o 

núcleo (Pedraza et al., 1997). Evidências diretas de que a MBP participa de uma função 

principal na compactação da mielina no SNC vieram de estudos de camundongos mutantes 

Shiverer, os quais têm uma deleção do gene para MBP e apresentam ausência da linha densa 

principal na bainha de mielina (Privat et al., 1979). A MBP também pode ser regulada mais 

tardiamente, no período mais ativo da mielinogênese (entre P13 e P20) pela expressão da Fyn, 

uma proteína tirosina cinase. A ausência da Fyn causa uma redução preferencial da região do 

RNAm que contém a isoforma com o exon-2, derivado de um splicing alternativo, 

demonstrando que a Fyn é necessária para a regulação pós-traducional da MBP (Lu et al., 

2005). 

 

 

1.3.3  2’,3’ nucleotídeo cíclico 3’fosfodiesterase 

 

 

 A CNPase pertence à superfamília das 2H fosfodiesterases, as quais, têm a capacidade 

de hidrolizar ligações fosfodiester em nucleotídeos cíclicos, oligonucleotídeos e 2´, 3´ NADP 

cíclico (Vogel & Thompson, 1988). A atividade desta enzima já foi evidenciada em tecidos e 

órgãos como: baço, pulmão, fígado, rim, coração e pâncreas, e células como: eritrócitos, 

linfócitos e plaquetas. Porém, como ainda não foi confirmada a presença de substrato nos 

tecidos estudados, a relevância da função enzimática da CNPase tem sido questionada 

(Tsukada & Kurihara, 1992).  

A análise de tecidos por eletroforese em gel mostra que a CNPase acha-se 

representada por duas isoformas de peso molecular estimado de 46 e 48 kDa (CNPase 

humana), CNPase1 e CNPase2, respectivamente (Sprinkle,1989). Estas duas proteínas 

apresentam uma composição de aminoácidos muito semelhante com 20 aminoácidos a mais 

na estrutura da CNPase2 (Tsukada & Kurihara, 1992). As duas isoformas são produzidas a 

partir do mesmo gene por splicing alternativo e também a partir do RNAm para CNPase2 
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(Tsukada & Kurihara, 1992). Segundo O’Neill e colaboradores (1997), as duas isoformas 

podem ser produzidas in vitro e in vivo através da utilização de dois codons de iniciação no 

RNAm para CNPase2. O primeiro deles é utilizado para CNPase2 e o mais distal para 

CNPase1. 

A CNPase é uma proteína constituinte do complexo molecular que regula e/ou modula 

a expansão e migração da membrana oligodendrocítica. Estudos indicam que aquele 

complexo é funcionalmente ativo em oligodendrócitos antes e durante a formação da mielina 

in vivo. É uma proteína isoprenilada e esta característica favorece a ligação com outras 

proteínas ou a translocação para a membrana (Bifulco, 2005; Lee et al., 2005; Esposito et al., 

2008).  

 Estudos prévios com camundongos knockouts para a isoforma CNPase1 demonstraram 

que as interações axo-gliais eram rompidas com o decorrer da idade. Os canais de sódio e as 

proteínas de adesão paranodais eram, inicialmente, agrupados normalmente, porém ficavam 

progressivamente desorganizados, o que acarretava uma diminuição dos canais de sódio, 

invasão da microglia e degeneração axonal, demonstrando a importância da CNPase na 

integridade dos paranodos e na interação axônio-glial (Rasband et al., 2005). 

 

 

1.4  Organização e papel funcional do citoesqueleto em oligodendrócitos 

 

 

No processo de mielinização, ocorrem etapas sequenciais e cruciais durante o 

desenvolvimento: a seleção dos axônios e o início do contato axonal; processo de extensão da 

mielina ao redor do axônio-alvo; contato axônio-glia e formação do nodo; regulação da 

espessura da mielina e promoção da sobrevivência axonal pela glia mielinizante (Sherman & 

Brophy, 2005). 

Os mecanismos pelos quais os oligodendrócitos estendem as ramificações dos 

prolongamentos ainda não são muito esclarecidos, mas envolvem grandes mudanças na 

morfologia celular e, por esta razão, envolvem o citoesqueleto. Estes folhetos membranosos 

contêm uma rede de citoesqueleto extensa de microtúbulos e microfilamentos, mas são 

desprovidos de filamentos intermediários (Peters et al., 1991). Interações entre o citoesqueleto 

e a membrana plasmática são necessárias para regular a forma e os movimentos na maioria 

das células de mamíferos, e no oligodendrócito também são importantes para localizar 
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espacialmente, regular temporalmente e coordenar o transporte de lipídeos, proteínas e RNAm 

essenciais para a síntese e manutenção da mielina (Song et al., 2001). 

Na maioria das células, os microfilamentos são organizados em um sistema de malhas, 

o qual é responsável por gerar a força mecânica necessária para várias atividades como a 

migração celular e desenvolvimento (Fukui, 1993; Gavin, 1997; Brandt, 1998), e o mesmo 

parece acontecer nos oligodendrócitos (Simpson & Armstrong, 1999). Foi demonstrado que 

os microfilamentos existem em todas as regiões dos oligodendrócitos durante todo o seu 

desenvolvimento. Os microfilamentos são enriquecidos na região cortical bem abaixo da 

membrana celular, e destas regiões se expandem para os lamelipódios e para as extremidades 

dos prolongamentos (Song et al., 2001). 

Os microtúbulos, em oligodendrócitos em cultura, têm uma aparência filamentosa e 

são distribuídos pelo corpo celular e ao longo dos prolongamentos, desde a sua base, mais 

larga, até a extremidade, mais fina. Começam formando feixes densos nos prolongamentos, 

depois se espalham e se estendem para as regiões ricas em microfilamentos. Utilizando 

microscopia de fluorescência foi demonstrado que os microtúbulos seguem o trajeto dos 

microfilamentos durante o crescimento dos prolongamentos dos oligodendrócitos (Song et al., 

2001). Esta disposição dos microfilamentos e organização dos microtúbulos são consistentes 

com a idéia de que a organização dos microfilamentos provê a força motriz para as mudanças 

na conformação da membrana plasmática, acompanhando as extensões dos prolongamentos e 

das ramificações (Fishkind & Wang, 1995; Yumura & Fukui, 1998) como indicado por 

estudos anteriores com outros tipos celulares (Song et al., 1998). Estudos com drogas que 

desestabilizam os componentes do citoesqueleto demonstraram que a distribuição normal e a 

configuração de microtúbulos são altamente dependentes da formação dos microfilamentos, 

presumivelmente agindo como “trilhos” para a invasão dos microtúbulos nas novas regiões de 

crescimento (Song et al., 2001). 

Tem sido demonstrado que várias proteínas de mielina interagem com o citoesqueleto. 

Enquanto a CNPase possui uma forte associação com filamentos de actina, a MBP é 

encontrada nos prolongamentos grossos e nos folhetos membranosos e se co-localiza com os 

microtúbulos em cultura. Depois de uma lise por detergentes, demonstrou-se uma firme 

associação da MBP com os microtúbulos (Wilson & Brophy, 1989), e o tratamento com 

colchicina resulta na ruptura de microtúbulos e desorganização da distribuição da MBP (Dyer 

& Benjamins, 1989).  
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A CNPase pode servir como um regulador da polimerização da tubulina e da 

distribuição dos microtúbulos, e também para ancorar estes à membrana. Os microtúbulos se 

ligam à membrana plasmática ou às membranas de organelas através de ligantes. Esta 

associação deve ocorrer através de uma âncora de membrana, que proporciona uma interação 

hidrofóbica com a membrana de um lado. A CNPase provê domínios hidrofóbicos para a 

membrana, intercalando e mostrando domínios também para o citoplasma. Estudos com 

células da tireóide (FRTL-5) e células cerebrais demonstraram uma associação estável da 

CNPase com a tubulina, indicando assim as propriedades de uma proteína associada a 

microtúbulos (MAPs) para a CNPase (Bifulco et al., 2002).  

A MBP também está relacionada com a actina, podendo fazer a ligação de filamentos 

de actina com a bicamada lipídica através de interações eletrostáticas, assim como polimerizar 

actina e feixes de filamentos de actina (Boggs et al., 2005). Possui também um sítio de ligação 

para a calmodulina (CaM) (Polverini et al., 2004), que quando ligada, juntamente com o Ca2+, 

faz com que a MBP se desligue da actina (Boggs et al., 2005). A interação da MBP com a 

bicamada lipídica pode gerar um sinal do citosol para a membrana, causando mudanças na 

interação do citoesqueleto com a membrana (Boggs & Rangaraj, 2000) e, possivelmente, 

levando à fusão das membranas do prolongamento do oligodendrócito e compactação da 

bainha de mielina. 

O padrão de distribuição da CNPase é alterado ao longo da diferenciação do 

oligodendrócito. A figura 3 representa o modelo proposto por Dyer (2002) de associações das 

principais proteínas de oligodendrócitos/mielina durante o desenvolvimento da mielinização 

in vitro. Durante o primeiro estágio da diferenciação, a CNPase se localiza distribuída pela 

membrana plasmática. No segundo estágio de desenvolvimento da bainha de mielina, as 

isoformas da MBP são depositadas em áreas ou domínios, localizadas entre a rede de 

microtúbulos (Brophy, 1992; Dyer, 2002). A CNPase migra de regiões que contêm MBP para 

as estruturas microtubulares semelhantes a nervuras; com isso, “nervuras de citoesqueleto”  

são compostas de uma parte central de microtúbulos envolvidos por CNPase na qual os 

filamentos de actina, agrupados em feixe, estão ligados (Dyer et al., 1997). Assim, o segundo 

estágio de desenvolvimento da bainha parece resultar na compactação de regiões da bainha de 

mielina contendo MBP, com o fluido permanecendo nas estruturas de citoesqueleto 

semelhantes a nervuras (incisuras de Schmidt-Lanterman). O estágio final de 

desenvolvimento da bainha de mielina in vivo ocorre quando o fluido nas “nervuras de 

citoesqueleto” é perdido, e a junção dos domínios MBP acontece. Após esses eventos, 
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somente uma pequena quantidade de fluido, nas incisuras Schmidt-Lanterman e nas alças 

interna e externa, permanece na mielina (Dyer, 2002).  

 

 
 

Figura 3 - Representação de um modelo proposto de desenvolvimento da mielina em 

culturas de oligodendrócitos. Os diagramas mostram corte transversais das folhas de 

membrana representando a distribuição dos elementos em cada fase. Na fase 1 somente  está 

presente a CNPase, disposta de maneira homogênea pela folha de membrana. Na fase 2, a 

MBP aparece distribuída em domínios de membrana, juntamente com a PLP. A CNPase é 

deslocada para as chamadas estruturas semelhantes a nervuras, que contêm fluido 

citoplasmático e microtúbulos. A fase 3 representa a estrutura da bainha compactada, a 

maioria do fluido citoplasmático é expulso. A CNPase permanece nas estruturas semelhantes 

Fase 1 

Fase 2 

Fase 3 
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a nervuras. Ao lado de cada diagrama, microfotografias com aumento de 1000x  de 

(continuação) oligodendrócitos imunorreagidos com o anticorpo anti-CNPase, representando  

a distribuição da CNPase em cada fase de diferenciação – Fase 1 (progenitores de 

oligodendrócitos com 3 dias in vitro em meio definido para oligodendrócitos); fase 2 (pré-

oligodendrócito com 7 dias in vitro : observar as estruturas semelhantes a nervuras); fase 3 

(oligodendrócito maduro com 10 dias in vitro: notar os véus de membrana pouco marcados 

com o anticorpo anti-CNPase, que se concentra mais nos chamados componentes radiais, 

setas). Adaptada de Dyer, 2002. 

 

 

A regulação entre adesões firmes e adesões intermediárias é altamente regulada durante 

a diferenciação dos oligodendrócitos pelas interações célula-matriz. O estado de adesão 

intermediária em oligodendrócitos pode facilitar a morfogênese, permitindo uma remodelação 

celular necessária para a diferenciação terminal e para a mielinização. Este tipo de adesão é 

mediado por reguladores negativos de interações entre o oligodendrócitos e a matriz 

extracelular (MEC). Um exemplo é a fosfodiesterase-Iα/autotoxina (PD-Iα/ATX), um 

membro da família de nucleotídeos pirofosfatase/fosfodiesterase. Esta família de 

ectofosfodiesterases transmembrânicas é conhecida pelo sítio enzimaticamente ativo de 

fosfodiesterase (PDE). Foi demonstrado em oligodendrócitos que o PD-Iα/ATX, através de 

um fragmento protéico não identificado, desfosforila a cinase de adesão focal (FAK), fazendo 

com que haja o desligamento da integrina com o substrato da matriz extracelular (Fox et al., 

2004). O estado fosforilado da FAK é considerado um determinante crítico na composição de 

complexos de adesões focais e na iniciação de eventos de sinalização, como a ativação da 

MAPK/ERK2 ras-dependente (Fox et al., 2004). Foi demonstrado, em culturas de 

oligodendrócitos, que a FAK é ativada no seu resíduo Tyr397 pela ligação da laminina com 

integrinas, induzindo assim, o crescimento dos prolongamentos. In vivo, este processo ocorre 

quando os prolongamentos dos oligodendrócitos entram em contato com a superfície do 

axônio (Hoshina et al., 2007).  

A família das pequenas Rho – guanosina trifosfatases (Rho GTPases) possuem, entre 

outras funções, o papel de regular o citoesqueleto em resposta a fatores externos, como fatores 

de transcrição e receptores de adesão. A mielinização também é regulada pelas Rho GTPases 

de forma refinada e orquestrada (Feltri et al., 2008). In vitro, progenitores de oligodendrócitos 

expressam RhoA e, com o avanço da diferenciação aumenta a expressão de Cdc42 e Rac1. 

RhoA é um regulador negativo da diferenciação de oligodendrócitos, que inibe a extensão dos 
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prolongamentos, enquanto Cdc42 e Rac1 agem como reguladores positivos da diferenciação 

morfológica, induzindo a extensão e ramificação dos prolongamentos (Liang et al., 2004). A 

Fyn, uma cinase importante para a mielinização, pode fosforilar proteínas ativadoras de 

GTPases (GAPs), como a p190RhoGAP e a p259GAP em oligodendrócitos (Wolf et al., 

2001; Taguchi et al., 2003). Ambas GAPs, quando fosforiladas em resíduos de tirosina, 

diminuem a atividade da RhoA e, consequentemente, aumentam a diferenciação dos 

oligodendrócitos (Kippert et al., 2007; Feltri et al., 2008). 

 

 

1.5  Fatores envolvidos na diferenciação 

 

 

Vários fatores tróficos e hormônios podem influenciar o verdadeiro destino do 

desenvolvimento de um progenitor ou de uma linhagem de células multipotentes da zona sub-

ventricular (Johe et al., 1996; Qian et al., 1997; Calver et al., 1998; Yandava et al., 1999).  

O PDGF é secretado por astrócitos e neurônios, e promove o desenvolvimento de 

oligodendrócitos agindo como mitógeno em células precursoras e aumentando as chances de 

sobrevivência em oligodendrócitos pós-mitóticos (Hart et al., 1989; Grinspan, 2002). A 

localização do receptor de PDGF em oligodendrócitos varia em diferentes estágios da 

diferenciação, se colocalizando com integrinas v3 ao liberar o sinal de proliferação, e 

depois migrando para regiões de microdomínios de membranas, ou cavéolas (rafts), se 

colocalizando com integrinas 61, ao liberar o sinal de sobrevivência, através da via de 

sinalização da fosfatidil-inositol-3-cinase (PI3K) (Decker & ffrench-Constant, 2004). O 

PDGF também é um potente quimioatraente de células progenitoras de oligodendrócitos, 

induzindo a migração celular através da ativação da via da cinase regulada por sinais 

extracelulares (ERK), pertencente à família das proteínas cinases ativadas por mitógenos 

(MAP cinases ou MAPK) (Frost et al., 2009).   

O fator básico de crescimento de fibroblastos (FGFb) estimula a proliferação de 

progenitores de oligodendrócitos e os impede de se diferenciarem através da interação com 

componentes da via de sinalização do Notch. Este efeito ocorre durante o desenvolvimento e 

também no processo de remielinização (Yasuda et al., 1995; Grinspan, 2002; Zhou & 

Armstrong, 2007). Estudos com células tronco demonstraram que o FGFb induz a geração da 

oligodendroglia através da via da MAP cinase e está relacionado com a indução do gene Olig-

2 (Chandran et al., 2003). Foi descrito recentemente que o receptor do FGFb (também 
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chamado de FGFR2 por alguns autores) também é encontrado em frações de rafts lipídicas no 

estado fosforilado, ativando a via da PI3K/Akt, mesmo na ausência do FGF, indicando assim, 

uma função deste receptor independente do ligante (Bryant et al., 2009).   

O fator de crescimento semelhante à insulina (IGF) -1 aumenta a proliferação de 

progenitores de oligodendrócitos amplificando a ação mitógena do FGFb (Jiang et al., 2001). 

O IGF-1 aumenta a sobrevivência e a síntese de proteínas em progenitores de 

oligodendrócitos através das vias PI3K/mTOR/Akt e MAPK/ERK (Cui & Almazan, 2007; 

Bibollet-Bahena & Almazan, 2009). 

 Além destes fatores, o fator de crescimento glial (GGF) -2 estimula a mitose de 

progenitores de oligodendrócitos, atrasando a diferenciação dos mesmos, tanto em animais 

neonatos como em adultos (Canoll et al., 1996; Shi et al., 1998). O fator de crescimento de 

hepatócitos (HGF) também atua no aumento da proliferação dos progenitores, inibindo a 

diferenciação de oligodendrócitos. Além disso, atua no crescimento de neuritos (Ohya et al., 

2007).  

As neurotrofinas também participam na diferenciação da linhagem oligodendrocítica, 

além de algumas serem expressas pelo próprio oligodendrócito, como o fator de crescimento 

de neurônios (NGF), o fator de crescimento derivado de cérebro (BDNF) e a neurotrofina 

(NT) -3 (Dai et al., 2003). A NT-3, por exemplo, induz a diferenciação de células precursoras 

indiferenciadas, em progenitores de oligodendrócitos aumentando a expressão de Olig-1 (Hu 

et al., 2004). O BDNF induz a proliferação celular e a diferenciação através do seu receptor de 

tirosina cinase de alta afinidade TrkB e ativação da MAPK/ERK (Van’t Veer et al., 2009).     

 Algumas citocinas também participam na diferenciação da oligodendroglia, como os 

membros da família das citocinas neuro-hematopoiéticas, que inclui o fator neurotrófico ciliar 

(CNTF), a interleucina (IL) -6 o fator inibidor de leucemia (LIF), a oncostatina M (OSM), a 

IL-11 e a cardiotrofina (CT) -1 (Stankoff et al., 2002). O CNTF, o LIF, a OSM e a CT-1, 

exercem efeitos pró-mielinizantes como formação de internodos em co-culturas de neurônios 

e oligodendrócitos maduros, e agem através da heterodimerização de seus receptores LIFR e 

gp130.  Estes efeitos podem ser bloqueados com a inibição da via da JAK (Stankoff et al., 

2002). 

O ligante Notch está presente na superfície de progenitores de oligodendrócitos 

interagindo com axônios que expressam Jagged, um ligante de Notch que inibe a 

diferenciação de oligodendrócitos. Os oligodendrócitos começam a envolver os axônios, 

quando Jagged é infra-regulado. No estágio pré-mielinizante, os axônios apresentam canais de 

Na+ distribuídos ao longo de toda a sua membrana. Os oligodendrócitos, por sua vez, podem 
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controlar a organização de algumas proteínas neuronais, incluindo a paranodina, a anquirina 

G, e também os canais de sódio e potássio ao longo dos axônios, por mecanismos ainda não 

totalmente conhecidos (Peles & Salzer, 2000; Rasband & Shrager, 2000; Mathis et al., 2001). 

Tem sido sugerido que os oligodendrócitos, ao iniciarem o envolvimento dos axônios, 

secretam um fator que causa o agrupamento destes canais em sítios que vão ser os futuros 

nodos de Ranvier. Estudos com axônios de células ganglionares da retina mostraram que o 

agrupamento de canais de Na+ pode ser induzido in vitro por fatores solúveis secretados em 

cultura de oligodendrócitos (Kaplan et al., 2001).  

O hormônio tireoideano também tem um papel muito importante na regulação da 

diferenciação da oligodendroglia. Sua deficiência, durante um período crítico do 

desenvolvimento, provoca alterações permanentes e severas nas estruturas e no 

funcionamento do sistema nervoso, incluindo atraso na diferenciação neuronal (Bernal & 

Nunez, 1995) e da oligodendroglia (Rodriguez-Peña et al., 1993; Barradas et al., 2000), 

afetando o processo normal de mielinização (Rodriguez-Peña, 1999). A regulação dependente 

de T3 desses processos somente ocorre durante estágios discretos de desenvolvimento do 

oligodendrócito e, no mínimo, para a expressão gênica da mielina e sobrevida dos 

oligodendrócitos, e estes efeitos são transitórios (Jones et al., 2003). T3 controla o tempo da 

diferenciação da célula progenitora oligodendrocítica in vitro (Baas et al., 1994; Barres et al., 

1994), bloqueando a proliferação e promovendo a diferenciação de células progenitoras em 

oligodendrócitos. Em modelos de animais hipotireoideos, a expressão da MBP e da CNPase, 

sofre um atraso durante o desenvolvimento (Barradas et al., 2001), atingindo níveis normais 

na vida adulta do animal. Entretanto, outras proteínas expressas mais tardiamente durante a 

mielinogênese, a PLP e a MOBP, estão permanentemente alteradas pelo hipotireoidismo 

(Barradas et al., 2001). Além disso, a distribuição de proteínas também é alterada em 

deficiência de T3, tanto in vitro (Younes-Rapozo et al., 2006), com alterações na distribuição 

de proteínas do citoesqueleto como a CNPase e a tubulina, como in vivo, com alteração na 

distribuição da CNPase,  MBP e PLP (Ferreira et al., 2007). Algumas das alterações que 

ocorrem in vitro são muito rápidas, o que parece não corresponder ao mecanismo de ação 

genômica do T3. Foi descrito por Bergh e colaboradores (2005) um mecanismo de ação não 

genômica para o T3, através de um sítio de ligação com a integrina αVβ3, o que explica a 

ação do T3 em eventos que não dependem de ativação gênica. Vários efeitos foram 

observados com relação à sinalização intracelular, ativando vias como a da MAPK, da 

proteína cinase (PK) A, PKC, PI3K, ativação de Ca2+ intracelular, entre outros. O hormônio 
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tireoideano também é importante na regeneração da mielina em adultos (Calzà et al., 2005). 

Em modelos de lesões crônicas que tentam mimetizar o modelo de esclerose múltipla, foi 

visto que o tratamento com T3 melhorou o controle motor através do aumento do número de 

células progenitoras de oligodendrócitos, que, posteriormente, alcançaram as áreas lesionadas, 

se diferenciando e promovendo a remielinização. As etapas que se seguem até o processo de 

remielinização são comparáveis às etapas do desenvolvimento normal da mielina.  

 A MEC possui um papel crucial na regulação da sobrevivência dos oligodendrócitos 

durante o desenvolvimento. O número de oligodendrócitos é equiparado com o número de 

axônios que requerem a mielinização, levando então a uma razão de morte celular de 50% dos 

oligodendrócitos recém formados. A sobrevivência depende do contato axonal, que 

proporciona a interação com fatores reguladores de sobrevivência. As lamininas, por 

exemplo, são expressas na superfície dos axônios na época da mielinização e interagem com 

as integrinas α6β1 localizadas nos oligodendrócitos. Esta interação amplifica o sinal de 

sobrevivência liberado pelo PDGF (Colognato et al., 2002; Câmara & ffrench-Constant, 

2007).  

 

 

1.5.1 Via da MAPK/ERK  

 

 

A família das MAPK pode ser ativada em resposta a vários fatores de crescimento 

através de receptores tirosina cinases (RTK), ou a receptores acoplados à proteína G, através 

de uma via dependente de Ras/Raf (Bhat & Zhang, 1996; Bhat et al., 2007). A partir da 

ativação dos RTK na superfície celular ocorre uma dimerização dos receptores, que permite a 

autofosforilação destes em resíduos de tirosina, servindo como sítio de ancoragem para 

proteínas de alta afinidade, como as proteínas adaptadoras SH2 (proteína de domínio SH2). 

Ocorre então a ativação da Ras, através da troca de um GDP por um GTP. A ativação da Ras 

na membrana promove o recrutamento da Raf-1 para a membrana plasmática e sua 

subsequente ativação. A Raf-1 é a primeira cinase na via de sinalização intracelular que vai 

fosforilar e ativar a MEK1 (que é uma MAPK cinase ou MAPKK) e MEK2, as quais, em 

seguida, ativam as ERKs (ERK1 e 2). A ERK ativada promove fosforilação de seus alvos, 

tanto no núcleo, ativando a transcrição gênica de várias proteínas, quanto no citoplasma 

(Juliano et al., 2004; Rang et al., 2007).  
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 Na oligodendroglia, esta via é importante tanto para a sobrevivência como para 

progressão da diferenciação (Bhat & Zhang, 1996; Baron et al., 2000; Colognato et al., 2002; 

Laursen & ffrench-Constant, 2007). Um dos alvos da via da ERK durante a diferenciação é a 

proteína de ligação ao elemento responsivo ao cálcio/AMP cíclico (CREB), um fator chave 

comumente envolvido no crescimento celular em resposta a fatores de crescimento e 

implicado na expressão de genes relacionados à mielina (Baron et al., 2000; McNulty et al., 

2001; Bhat et al., 2007).  

A ativação da ERK também pode ocorrer por um mecanismo alternativo que se dá por 

sinais de adesão. Neste caso, a ativação das MAPK pelas integrinas requer a autofosforilação 

da FAK, culminando na ativação da Ras, e consequentemente, da ERK (Pullikuth & Catling, 

2007). Esta ativação depende de outras cinases como a cinase ativada pela p21 (PAK) e a 

PKA, como importantes reguladores desta cascata (Howe et al., 2002; Juliano et al., 2004). 

Estas proteínas participam na regulação do citoesqueleto de actina. Tem sido demonstrado, 

por exemplo, que a PAK pode ser importante para a formação de adesões estáveis nas 

extremidades celulares (Parsons et al., 2000) e sua atividade pode ser regulada pela Rac, da 

famíla das Rho-GTPase e pela proteína Nck, que é uma proteína adaptadora de SH2/SH3 

(Bagrodia & Cerione, 1999; Li & She, 2000). Em células não aderentes, a atividade da Rac na 

membrana diminui, atenuando sua capacidade de se ligar à PAK (Howe et al., 2002).  A PAK 

pode modular a ativação da ERK, dependente de adesão, através da fosforilação direta de 

cinases que fazem a regulação acima (upstream) da ERK, como a Raf e a MEK. Por outro 

lado, a PAK também pode contribuir para a ativação da ERK através da regulação do 

citoesqueleto de actina cortical, uma vez que este evento é necessário para uma ativação 

eficiente da ERK pelos fatores de crescimento.  As vias ou efeitos dependentes da FAK e da 

PAK se convergem, uma vez que a FAK interage diretamente com a paxilina, a qual interage 

indiretamente com a PAK, via a cinase ligadora de paxilina (PKL) e pelo fator de troca de 

interação com a PAK (PIX). Além disso, muitos aspectos da atividade da FAK e da PAK, 

assim como a integridade do citoesqueleto de actina, podem ser regulados pela PKA (Aplin & 

Juliano, 1999; Howe et al., 2002) (Figura 4).  

A ativação da ERK dependente de adesão é notavelmente mais fraca, porém estável 

quando comparada com a ativação robusta e transitória da ERK observada com a ativação de 

fatores de crescimento. Esta ativação estável reflete-se, aparentemente, na formação de 

múltiplas adesões durante o processo de espalhamento celular que é tempo-dependente (Zhu 

& Assoian, 1995). Em alguns tipos celulares, a inibição da MEK bloqueia o espalhamento 

celular e a migração, mas não a adesão celular, confirmando a importância da ERK na 
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formação de novos contatos célula-substrato durante o espalhamento celular (Cheresh et al., 

1999; Fincham et al., 2000).  

A via da ERK quando ativada por receptores  β-adrenérgicos (Gharami & Das, 2000; 

Gharami & Das, 2004) ou pelo hormônio tireoideano (Ghosh et al., 2005), também está 

relacionada com a transformação de astrócitos poligonais  em astrócitos com prolongamentos. 

Além disso, em neurônios, esta via também está relacionada com a iniciação e crescimento de 

dendritos (Naska et al., 2006). Em células da linhagem PC12, a fosforilação da ERK pode 

estar relacionada com o citoesqueleto de actina e com a morfologia celular (Mi et al., 2006).  

 

 

 
 

 

Figura 4 - Mecanismos de ativação da ERK dependente da adesão celular. A 

figura descreve os papéis da PKA, FAK e PAK regulando a via da ERK através da 

ativação dos RTK por fatores de crescimento (GF). A habilidade da FAK de se 

“encaixar” entre as adesões focais/complexos focais (FA/FC) e ativar os RTK, pode 

ser importante para seu papel na regulação da ativação da ERK dependente de adesão. 

A adesão celular pode modular também a atividade  da PAK através do recrutamento 

de Rac ativas na membrana, e pelas interações PAK-Nck – um efeito que pode 

envolver FAK e elementos do citoesqueleto de actina cortical (monstrado na parte 

Outro
s 

alvos  



42 
 

inferior da membrana). (Pax – paxilina; PKL - cinase ligadora de paxilina; PIX - fator 

de troca de interação com a PAK). Modificada de Howe et al., 2002.  

2   OBJETIVOS 

 

 

 Neste trabalho tivemos como objetivos: 

1) Avaliar o papel da via da MAPK/ERK sobre a diferenciação morfológica e 

antigênica da oligodendroglia, utilizando marcadores estágio-específicos, através da inibição 

da MEK pelos inibidores PD098059 ou U0126.  

2) Estudo do papel da via da MAPK/ERK sobre a distribuição da CNPase e sua relação 

com o citoesqueleto e com a proteína de adesão celular FAK. 
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3  MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1  Obtenção dos animais 

 

 

Ratos Wistar foram mantidos em ciclo de claro-escuro (luzes desligadas de 7 da noite às 

7 da manhã) e em temperatura de (25 + 1°C). Todos os estudos com animais foram realizados 

de acordo com os princípios e procedimentos aprovados pelo Comitê de Ética para uso de 

animais do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da Universidade do Estado do Rio 

de Janeiro.   

 

 

3.2   Cultura primária de oligodendrócitos 

 

 

Foram usados ratos Wistar, fêmeas, neonatos com no máximo 3 dias de vida pós-natal. 

Os animais foram decapitados e suas cabeças cortadas e levadas ao fluxo laminar. Os 

hemisférios cerebrais foram removidos e as meninges completamente retiradas. O tecido foi 

picotado e, logo após, posto em tubos Falcon, onde as células foram dissociadas 

mecanicamente com pipeta Pasteur. A dissociação foi feita três vezes, e, após a decantação, 

foram retirados os três sobrenadantes e colocados em outro tubo Falcon. O conteúdo foi 

centrifugado a 1500 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi retirado, e o precipitado (rico em 

células) foi diluído em volume conhecido de meio DMEM –F12 com 10% de soro bovino. As 

células foram ressuspensas, contadas em câmara de Neubauer, e plaqueadas de 200.000 a 

400.000 células por lamínula. As lamínulas foram previamente tratadas com poli-L-lisina 

(400l / poço), e acondicionadas em placas contendo 24 poços. As células foram mantidas em 

estufa a 37C com 5% de CO2 por três dias neste meio de cultura. Em seguida, o meio foi 

trocado para o meio N2B3, meio definido para crescimento de oligodendrócitos em cultura, 

modificado de Bottenstein & Sato, 1979). A base para este meio é o meio DMEM-F12. Foram 

adicionados: BSA (10 ng/mL); progesterona (20 nM); selênio (5 ng/mL); transferrina (50 

g/mL); biotina (10 ng/mL); putrescina (100 M); insulina (5 g/mL); glutamina (2 mM); 
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Triiodotironina (T3) (30 nM); bicarbonato de sódio (1,2 mg/mL) e soro fetal bovino 

(concentração final de 0,5%). 

 

 

3.3  Avaliação da via de sinalização da MAPK/ERK 

 

 

Para a avaliação da via da MAPK/ERK foram utilizados os inibidores da MEK, o 

PD098059 - PD - [10 M] (Calbiochem) ou o U0126 –U0- [1 M] (Cell Signaling) diluídos 

em dimetil sulfóxido (DMSO) (Sigma). Com 5 ou 11 dias em meio definido, as células foram 

tratadas com os inibidores por 30 minutos, 24 horas ou 48 horas. Como controle do veículo, 

células cultivadas foram expostas ao DMSO na mesma concentração pelos mesmos períodos. 

Em alguns experimentos, 24 horas após a adiministração do PD, o meio foi trocado e foi feita 

uma nova adição deste inibidor. As lamínulas foram fixadas com 30 minutos, 24 horas ou 48 

horas da segunda dose  

(ver esquema na figura 5).  

 

 

 

Figura 5: Esquema representativo do tratamento das culturas com os 

inibidores/ativadores utilizados. Os dias (div – dias in vitro) foram recontados a partir da 

Meio N2B3 
Cultura/ 
Meio DMEM-F12 

 5  1  2  3  4  6 9 
 
10 8  7 

 
13 
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2ªPD 2ªPD 
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adição do meio definido para oligodendrócitos (meio N2B3 – seta vermelha). Na parte 

superior, estão indicados os tratamentos e na parte inferior os tempos de tratamento. 

 

 

3.4  Reação imunocitoquímica 

 

 

 Após a fixação, as lamínulas foram lavadas em solução de PBS pH 7.4. Para a 

marcação de antígenos intracelulares, as lamínulas foram permeabilizadas com PBS-Triton 

0,3% (para proteínas intracelulares somente, e no caso da FAK, foi feita somente uma 

lavagem com PBS-Triton 0,2% por 5 minutos). Foi realizado bloqueio para reações 

inespecíficas com PBS-BSA 5% por 30 minutos e, após, incubação com os anticorpos 

primários diluídos em PBS-BSA 1% durante a noite a 4oC. No dia seguinte, procedeu-se às 

lavagens com PBS, incubação com os anticorpos secundários, por 1 hora em câmara úmida a 

temperatura ambiente. Para reações utilizando a técnica da biotina-avidina, seguiu-se com a 

incubação com a extravidina conjugada ao fluorocromo por 30 minutos a temperatura 

ambiente, após a incubação com o anticorpo secundário biotinilado. Seguiu-se com lavagens 

com PBS, contra-coloração com o marcador de núcleo DAPI (Sigma – 0,02 mg/mL), 

lavagens com água destilada e montagem das lâminas com N-propil-galato. 

 

 

3.4.1 Anticorpos 

 

 

Anticorpos Primários 

Anticorpo anti- Marca Isotipo Origem Diluição 

A2B5 Chemicon Monoclonal IgM camundongo  1:100 

NG2 Chemicon Policlonal IgG coelho  1:150 

CNPase Sigma Monoclonal IgG camundongo  1:100 

MBP Serotec Monoclonal IgG camundongo  1:100 

Tubulina total Sigma Policlonal IgG coelho  1:100 

Actina total Sigma Policlonal IgG coelho  1:25 

FAK Santa Cruz Policlonal IgG coelho  1:150 
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Anticorpos Secundários 

Anticorpo anti- Conjugado a  Marca Origem Diluição 

IgG de coelho Alexa 488 M.Probes cabra  1:400 

IgG de camundongo CY3 Caltag cabra  1:100 

IgM camundongo biotina Caltag    1:100 

Para revelação de anticorpos biotinilados 

Extravidina Alexa 488 M.Probes    1:400 

Extravidina CY3 Zymed    1:200 

 

Tabela1: Anticorpos utilizados para a técnica de imunocitoquímica. Nos anticorpos 

secundários: Em verde, Alexa 488 – fluorocromo emitido em verde; Em vermelho, CY3 - 

fluorocromo emitido em vermelho.  

 

 

3.5  Análise e aquisição de imagens 

 

 

 As análises foram feitas a partir de imagens obtidas com o microscópio de 

epifluorescência Olympus BX40, acoplado a câmera de vídeo digital (Olympus DP71). Após 

a aquisição as imagens foram devidamente trabalhadas no Programa Adobe Photoshop.  

 

 

3.6  Quantificação 

 

 

A morfologia da oligodendroglia foi distinguida pela imunocitoquímica com 

marcadores oligodendrogliais estágio-específicos (NG2, CNPase e MBP), e classificada em 

diferentes estágios de maturação. Em ambas as culturas, controle (C) e tratadas (PD), as 

células foram contadas em imagens capturadas de dez campos distribuídos aleatoriamente em 
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cada lamínula. Diferentes estágios de maturação oligodendroglial (FENÓTIPOS) foram 

quantificados de acordo com as definições utilizadas em Baumann & Pham-Dinh (2001), 

representadas no esquema da Figura 2: células precursoras (P: células redondas com um 

prolongamento pequeno); progenitores de oligodendrócitos (OPC: dois prolongamentos); pré-

oligodendrócitos (PO: com três a cinco prolongamentos); oligodendrócitos imaturos (IO: com 

mais de cinco prolongamentos sem véus de membrana); oligodendrócitos maduros (M: 

multiramificados com véus de membrana). Uma classificação adicional foi incluída (NC: não 

classificadas) devido à presença de células redondas e sem prolongamentos, particularmente 

presentes nas culturas tratadas, as quais não podiam ser classificadas pela morfologia em 

nenhum dos estágios mencionados acima. 

 

 

3.7  Análise estatística 

 

 

NG2: Dados relacionados ao número de células imunoreativas a NG2 em dez culturas 

(5 C e 5 PD) foram submetidos à medida de análise de variância de repetição global 

(ANOVAr). TRATAMENTO (C ou PD) foi considerado como fator de repetição. TEMPO (30 

minutos, 24 horas ou 48 horas) e FENÓTIPO (P, OPC, PO ou IO) foram considerados como 

fatores da ANOVAr. Ao contrário do que foi observado nas culturas marcadas com os 

anticorpos anti-CNPase e anti-MBP, o anticorpo anti-NG2 consegue identificar células 

precursoras (P), porém não identifica células maduras (M) ou células não classificadas (NC).   

CNPase: Dados relacionados ao número de células imunoreativas a CNPase em dez 

culturas (5 C e 5 PD) foram submetidas à ANOVAr. TRATAMENTO (C ou PD) foi 

considerado como fator de repetição. TEMPO (30 minutos, 24 horas ou 48 horas) e 

FENÓTIPO (OPC, PO, IO, M ou NC) foram considerados como fatores da ANOVAr.  

MBP: Dados relacionados ao número de células imunoreativas a MBP em seis culturas 

(3 C e 3 PD) foram submetidos à ANOVAr. TRATAMENTO (C ou PD) foi considerado como 

fator de repetição. TEMPO (30 minutos, 24 horas ou 48 horas) e FENÓTIPO (OPC, PO, IO, 

M ou NC) foram considerados como fatores da ANOVAr. 

DAPI: Dados relacionados ao número de células coradas com o marcador núcleo DAPI 

em dez culturas (5 C e 5 PD) foram submetidos à ANOVAr. TRATAMENTO (C ou PD) foi 

considerado como fator de repetição e TEMPO (30 minutos, 24 horas ou 48 horas) foi 

considerado como fator da ANOVAr. 
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Aspectos globais dos dados analisados: Os dados foram reunidos em médias e erro 

padrão. Para simplificar, os resultados foram reportados nas médias univariadas de testes F. A 

abordagem univariada é considerada mais potente do que os critérios multivariados (Huynh & 

Feldt, 1976). A hipótese de esfericidade foi testada pelo teste de Mauchley. A esfericidade 

assume igualdade de variâncias para todos os pares das medidas realizadas com repetição. Na 

situação de rejeição de esferacidade pode-se ainda, optar por corrigir o número de graus de 

liberdade da análise univariada através do parâmentro ε (Huynh & Feldt, 1976).  As 

ANOVAs de menor ordem foram feitas nos subgrupos apropriados. Testes -t protegidos 

foram usados para as análises de pós-hoc pelo Teste de Fisher (Fisher's Least Significant 

Difference – FPLSD). Efeitos foram considerados significativos quando p < 0,05 (duas-

caudas). Para interações com p < 0,10, também foram examinados se os efeitos principais de 

menor ordem fossem detectáveis após subdivisão de variáveis com interação (Snedecor & 

Cochran, 1967).   
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4  RESULTADOS 

 

 

4.1  Morfologia celular  

 

Aos 5div, culturas controle marcadas pelo anticorpo anti-CNPase exibiram células em 

todos os estágios de maturação, incluindo progenitores (OPC), oligodendrócitos imaturos 

(cabeça de seta na Figura 6A) e oligodendrócitos maduros com véus de membrana (seta na 

Figura 6A). Após 30min na presença do inibidor PD098059, foram observadas poucas células 

M. Além disso, o anticorpo anti-CNPase marcou um grupo de células redondas, as quais não 

puderam ser classificadas em nenhum dos estágios de maturação da linhagem 

oligodendroglial (NC – cabeças de seta na Figura 6B). Com 24h, os progenitores (OPC), 

caracterizados pela morfologia bipolar, eram o tipo celular predominante (Figura 6C). Com 

48h, células em todos os estágios de maturação eram presentes, incluindo as células M 

(Figura 6D), sugerindo que o efeito na morfologia não era permanente. 

Aos 11 dias nas culturas controle, oligodendrócitos maduros, com véus de membrana 

extensos, eram o tipo celular predominante. Foram observadas poucas células em estágios de 

maturação mais precoces (Figura 6E). Embora o tratamento tenha sido feito em um estágio 

mais avançado de desenvolvimento, a morfologia celular foi afetada de forma semelhante ao 

observado nas culturas de 5 div. Com 30min, um número considerável de células redondas 

(NC) marcadas com o anticorpo anti-CNPase estava presente. Além disso, os véus de 

membrana das células M nas culturas PD eram menos extensos e mais difíceis de serem 

observados quando comparadas às culturas controle (Figura 6F). Com 24h e 48h, várias 

células OPC e PO foram observadas (Figuras 6G e 6H).  Células NC também estavam 

presentes 24 e 48 horas após a adição do PD embora, aparentemente, em menor número. 

 Também avaliamos se a oligodendroglia era afetada por um tratamento adicional com 

o inibidor PD98059 24 horas após o primeiro tratamento, um período em que a maioria das 

células apresentava morfologia bipolar, o que indicava que as células não estavam 

respondendo à concentração presente do inibidor neste tempo. Observamos que, 30 minutos 

após a segunda adição de 10 μM de PD98059, a maioria das células apresentou novamente 

uma morfologia arredondada, sem prolongamentos (NC), em ambas as culturas tratadas, com 

5 e 11div (Figuras 7C e 7D – observar as figuras de contraste de fase inseridas nas respectivas 

imagens de fluorescência). 24 horas após a segunda adição do PD, a maioria das células 
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apresentou morfologia bipolar, reproduzindo o padrão observado com a primeira adição do 

inibidor por 24 horas (Figuras 7E e 7F).  

Foi testado também outro inibidor da MEK, o U0126, pois é considerado mais 

específico e mais potente do que o PD98059 (Learish et al., 2000). Culturas controle de 5div e 

de 11div apresentaram células em diversos estágios de maturação, incluindo diversas células 

maduras (Figuras 8A e 8B, respectivamente - observar as figuras de contraste de fase 

inseridas nas respectivas imagens de fluorescência). Culturas tratadas com o U0126  –  U0 (1 

µM) por 30min apresentaram células redondas CNPase+, tanto aos 5div (Figura 8C)  como 

aos 11div (Figura 8D – observar as figuras de contraste de fase), semelhante ao observado 

com o mesmo tempo de tratamento com o PD98059.  
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Figura 6 - Oligodendroglia imunoreagida aos 5div (A-D) e aos 11div (E-H) com o 

anticorpo anti-CNPase. A/E – culturas controle; culturas tratadas com PD98059 por 30min 

(B/F), 24h (C/G) ou 48h (D/H). Em A, aos 5div, notar a presença de células multiramificadas, 

(continuação) como oligodendrócitos imaturos (cabeça de seta), e oligodendrócitos maduros 

com véus de membrana (seta), indicando um estágio avançado de diferenciação. Com 30min, 

as culturas mostraram células em estágios imaturos de diferenciação como progenitores (seta), 

e várias células arredondadas NC (cabeça de seta em B). Com 24h, a maioria das células tinha 
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morfologia bipolar, o que corresponde ao fenótipo de OPC (C). Com 48 horas, observamos 

células com fenótipos diversos, incluindo células IO e M (D). Em E, em um estágio mais 

avançado de diferenciação in vitro, as culturas controle exibem células maduras com 

prolongamentos e véus de membrana bem extensos. As culturas tratadas aos 11div seguiram 

um padrão semelhante ao observado aos 5div (comparar os tempos de tratamento de 5 e 11div 

30min (B e  F); 24h (C e G); 48 (D e H). Observar que as células NC também estão presentes 

em todos os tempos de tratamento. Barra de calibração: 50 μm. 

 

 

 
Figura 7 - Efeitos de um segundo tratamento com PD98059. Oligodendroglia 

imunoreagida com o anticorpo anti-CNPase, com as imagens de contraste de fase inseridas no 

canto superior de cada imagem de fluorescência. Coluna esquerda – 6-7div; coluna direita- 
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12-13div. A/B, culturas controle. Culturas tratadas com PD (10 μM) aos 5div, com uma 

segunda adição do inibidor aos 6div (24horas após a primeira administração de PD) e fixadas 

com 30min (C/D) e com 24 horas (E/F) após o segundo tratamento. Notar que com 30min 

(C/D), as culturas apresentaram células com morfologia predominantemente arredondadas - 

NC (também mostrado na figura com contraste de fase), padrão semelhante às culturas 

tratadas com somente uma administração de PD com 30min (comparar com as fig.6B e 6F). 

Com 24 horas após a segunda administração do PD (E/F), as culturas apresentaram 

predominantemente células com morfologia bipolar, semelhante ao padrão observado nas 

(continuação) culturas tratadas com uma administração do PD com 24 horas (comparar com 

as fig. 6C e 6G). Barra de calibração: 50 μm. 

 

As culturas tratadas por 24 horas com o inibidor U0126 apresentaram várias células 

com morfologia bipolar tanto com 5div (Figura 8E) quanto com 11div (Figura 8F - observar 

as figuras de contraste de fase), novamente, semelhante ao tratamento com o PD. Com 48 

horas de tratamento, as culturas apresentaram células em vários estágios de maturação, 

principalmente células imaturas. Ainda com este tempo de tratamento foram observadas 

várias células NC, tanto aos 5div (Figura 8G) como aos 11div (Figura 8H).  

 

 

4.1.1  Caracterização das células NC: expressão de marcadores 

   

 

A fim de analisar se a distribuição da CNPase para os prolongamentos foi alterada nas 

células NC, foi feita a imunomarcação com o anticorpo anti-actina. As células NC CNPase+, 

tratadas com o PD por 30min aos 5div (Figura 9A) realmente não possuíam prolongamentos, 

como evidenciado pela imunomarcação para actina (Figura 9B).   

Foram utilizados marcadores estágio-específicos de diferenciação da oligodendroglia 

com o objetivo de classificar as células NC, uma vez que a proteína CNPase é expressa em 

diversos estágios, desde progenitores até em oligodendrócitos maduros.  Células das culturas 

PD ou U0 tratadas por 30min em diferentes estágio de desenvolvimento (5div e 11div) foram 

imunoreagidas com os anticorpos contra marcadores de oligodendroglia imatura e 

precursores/progenitores 02A: anti-NG2 e A2B5, e com anticorpos que evidenciam 

oligodendroglia madura: anti-CNPase e anti-MBP.     
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Nas culturas tratadas com PD, as células NC CNPase+ (Figuras 9C – 5div, 9E - 11div) 

não eram NG2+ (Figuras 9D-5div, 9F-11div). Além disso, estas células não foram marcadas 

com o anticorpo A2B5 (Figuras 9H -5div, 9J-11div). No entanto, as células NC foram 

facilmente identificadas pelo anticorpo anti-MBP (Figuras 9G-5div, 9I-11div).   

Nas culturas tratadas com o U0126, observamos o mesmo resultado, em que as células 

CNPase+ não eram NG2+ como também não foram marcadas com o anticorpo A2B5, sendo 

MBP+ (dados não mostrados).  

Estes resultados demonstraram que as células redondas não são oligodendroglia 

imatura, mas sugerem, sim, que são células maduras que não foram capazes de estender e/ou 

manter os prolongamentos na presença dos inibidores da MEK, uma vez que estas células 

eram NG2-/A2B5- e CNPase+/MBP+. 
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Figura 8 - Efeitos do tratamento com U0126. Oligodendroglia imunoreagida com o 

anticorpo anti-CNPase, com as imagens de contraste de fase inseridas no canto superior de 

cada imagem de fluorescência. Coluna esquerda – 5-7div; coluna direita- 11-13div. A/B, 

culturas controle. Culturas tratadas com U0126 (U0 – 1 μM) por 30min (C/D), 24horas (E/F) 

e 48horas (G/H). Notar que as células das culturas tratadas com U0126 seguem o padrão das 

(continuação) células tratadas com PD98059 nos mesmos tempos, com morfologia 

predominantemente arredondada com 30min, bipolar com 24 horas e em diversos estágios de 

diferenciação com 48 horas (comparar com a Figura 6). Barra de calibração: 50 μm. 
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Figura 9 - Caracterização das células NC. Células das culturas tratadas por 30min aos 

5div(A/B, C/D, G/H) ou aos 11div (E/F, I/J), com PD98059 (10 μM) imunorreagidas com 

marcadores estágio específicos de oligodendroglia ou com actina e com os núcleos contra-

corados com DAPI. As células CNPase+ (A) possuem morfologia arredondada confirmada 

(continuação) aqui pela marcação com o anticorpo anti-actina (B). As células NC foram todas 

marcadas com o anticorpo anti-CNPase (C/E), porém o anticorpo anti-NG2 (D/F) não marcou 

as células NC, mas marca células em estágio imaturo, como observado em F. As células NC 
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11div 
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também foram marcadas com o anticorpo anti-MBP (G/I), porém não foram marcadas com o 

anticorpo A2B5 (H/J), que também só marcou células em estágio imaturo, como  observado 

em H. Barra de calibração: 50 μm. 

 

 

4.2  Análise estatística 

 

 

4.2.1  Células NG2+: de 5 a 7 div 

 

 

A ANOVA global de repetição indicou um efeito significativo de FENÓTIPO (F= 

11,7, d.f. = 1,4, p = 0,003) e uma interação significativa FENÓTIPOTRATAMENTO (F = 

3,4, d.f. = 1,4, p = 0,08) (Figura 10A e Tabela 2). Com relação ao efeito, análises pós-hoc 

indicaram a seguinte classificação por número de células por fenótipo: P<OPC<PO=IO 

[FPLSD: < indicando comparações por pares significativos (p < 0,05)]. Considerando a 

interação FENÓTIPOTRATAMENTO, foram feitas duas análises pós-hoc separadas:  

1) com o objetivo de analisar se existia alguma diferença entre os grupos com relação 

ao número de células de cada fenótipo, foi feita uma ANOVA multivariada (ANOVAm) 

usando TRATAMENTO como fator de repetição.                                                                                                            

2) com o objetivo de determinar se diferentes subtipos existem em cada grupo, foram 

feitas ANOVAr de ordem inferior para cada grupo (C e PD) usando FENÓTIPO como fator 

de repetição. A ANOVAm não indicou diferenças significativas entre os fenótipos dos 

diferentes grupos. No entanto, a ANOVAr indicou um efeito significativo de FENÓTIPO 

somente no grupo controle (F = 16,4, d.f. = 3, p < 0,001), resultando, em termos de número de 

células por fenótipo, a seguinte ordem de classificação:  P<OPC<PO=IO (FPLSD). Este 

padrão de resultados indicou que enquanto o número de células por fenótipo aumentou 

constantemente em direção às morfologias mais maduras (IO) no grupo controle, o mesmo 

não aconteceu no grupo PD.  

 

 

 4.2.2  Células NG2+: de 11 a 13 div 
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A ANOVA global de repetição indicou um efeito significativo de FENÓTIPO (F= 7,0, 

d.f. = 1,3, p = 0,02) (Figura 10B e Tabela 2).  Análises pós-hoc indicaram a seguinte 

classificação por número de células por fenótipo: P<OPC=PO=IO (FPLSD). Estes resultados 

indicaram que o tratamento não exerceu efeito nos perfis de distribuição dos fenótipos 

celulares, como indicado de 5 a 7 div, porém apresentam tendência a um número maior de 

células com fenótipos correspondentes a morfologia mais maduras (PO, IO).    
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Figura 10 - Mudanças no número de células, agrupadas pelo fenótipo da oligodendroglia 

em culturas controle e culturas tratadas, indicadas pela expressão da NG2 e pela 

morfologia celular. A) 5- 7div: o grupo controle apresentou um aumento no número de 

células por fenótipo em direção às morfologias mais maduras; B) 11-13div: não houve 

diferença entre os grupos com relação à distribuição do número de células por fenótipo. P: 

precursor; OPC: célula progenitora de oligodendrócitos; PO: pré-oligodendrócito; IO: 

oligodendrócito imaturo.  ** p < 0,01. 
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4.2.3  Células CNPase+: de 5 a 7 div 

 

 

A ANOVA global de repetição indicou um efeito significativo de FENÓTIPO (F= 10,2, 

d.f. = 1,6, p = 0,003) e uma interação significativa FENÓTIPOTRATAMENTO (F = 10,5, 

d.f. = 1,6, p = 0,003) e uma interação significativa entre 

FENÓTIPOTRATAMENTOTEMPO (F = 3,0, d.f. = 3,2, p = 0,04) (Figura. 11A e Tabela 2). 

Com relação ao efeito, análises pós-hoc indicaram a seguinte classificação por número de 

células por fenótipo: NC=PO<IO<OPC=M (FPLSD). Considerando a interação 

FENÓTIPOTRATAMENTO, foi usado o mesmo procedimento descrito em NG2 5-7 div: 1) 

A ANOVAm indicou que o tratamento aumentou significativamente o número de OPC (F = 

13,0, d,f. = 1, p = 0,007) e células NC (F = 29,9, d.f. = 1, p = 0,001). 2) A ANOVAr 

demonstrou que o número de células por fenótipo variou em cada grupo (PD: F = 6,7, d.f. = 4, 

p = 0,002.  / C: F = 13,7, d.f. = 1,3, p = 0,01) e que o grupo C teve uma ordem de 

classificação (NC<PO<OPC=IO=M, FPLSD) que é diferente da observada no grupo PD 

(IO=PO=M=NC=OPC, FPLSD). Este padrão de resultados indica que o número de células 

por fenótipo aumentou em direção às morfologias mais maduras no grupo C, sendo que este 

padrão não pode ser observado no grupo PD.  

Para as interações FENÓTIPOTRATAMENTOTEMPO, reagrupamos novamente em 

duas análises separadas: 1) analisando em cada tempo diferente, as ANOVAs de repetição de 

ordem inferior indicaram interações significativas de FENÓTIPOTRATAMENTO para os 

períodos de 30min (F = 11,4, d.f. = 2,2, p = 0,001), 24h (F = 6,7, d.f. = 1,9, p = 0,009) e 48h 

(F = 4,9, d.f. = 2,1, p = 0,02); 2) Analisando cada grupo tratado separadamente, as ANOVAs 

de repetição de ordem inferior indicaram que enquanto uma interação significativa 

FENÓTIPOTEMPO era observada no grupo PD (F = 4,0, d.f. = 2,4, p = 0,049), nenhuma 

interação foi observada no grupo C. Este padrão de resultados indicou que os perfis de 

distribuição de fenótipos celulares do grupo C é significativamente diferente de todos os 

perfis observados em todos os tempos do grupo PD, indicou também que o grupo C 

apresentou um perfil relativamente estável em todos os tempos observados, enquanto o grupo 

PD mudou seu perfil desde o tempo inicial de tratamento (30min) até o último (48h). Esta 

mudança foi principalmente associada com um aumento no número de células OPC desde 

30min até o tempo de 24h (FPLSD: p = 0,04).  
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4.2.4 Células CNPase+: de 11 a 13 div 

 

 

A ANOVA global de repetição indicou um efeito significativo de FENÓTIPO (F = 

39,6, d.f. = 1,5, p < 0,001) e interações significativas entre FENÓTIPOTRATAMENTO (F = 

13,5, d.f. = 1,5, p = 0,002) e FENÓTIPOTRATAMENTOTEMPO (F = 3,1, d.f. = 2,6, p = 

0,058) (Figura 11B e Tabela 2). Com relação ao efeito, análises de pós hoc indicaram a 

seguinte classificação de número de células por fenótipo: NC=PO<IO=OPC<M (FPLSD). 

 Considerando a interação FENÓTIPOTRATAMENTO: 1) A ANOVAm indicou que 

enquanto o tratamento aumentou significativamente o número de células OPC (F = 7,2, d.f. = 

1, p = 0,03) e NC (F = 16,7, d.f. = 1, p = 0,003), também diminuiu o número de células M (F 

= 6,8, d.f. = 1, p = 0,03). 2) As ANOVAs de repetição demonstraram que o número de células 

por fenótipo variou em cada grupo (PD: F = 11,6, d.f. = 1,6, p = 0,009. C: F = 30,3, d.f. = 1,0, 

p = 0,01) e que o grupo C teve uma classificação de número de células por fenótipo 

(NC<PO<OPC=IO<M, FPLSD)  que é diferente da observada no grupo PD 

(PO<IO=NC=OPC<M, FPLSD). Este padrão de resultados indicou que o número de células 

com morfologia mais madura era maior do que todas as outras, quase nenhuma célula NC foi 

identificada no grupo C, o que não era verdadeiro para o grupo PD.  

 Para as interações FENÓTIPOTRATAMENTOTEMPO: 1) analisando cada tempo 

separadamente, as ANOVAs de repetição de ordem inferior indicaram interações 

FENÓTIPOTRATAMENTO para os períodos de 30min (F = 9,6, d.f. = 1,7, p = 0,003), 24h 

(F = 12,3, d.f. = 1,9, p = 0,001) e 48h (F = 8,2, d.f. = 1,7, p = 0,006); 2) analisando cada grupo 

separadamente, as ANOVAs de repetição de ordem inferior indicaram que enquanto uma 

interação FENÓTIPOTEMPO existia para o grupo PD (F = 5,4, d.f. = 1,9, p = 0,04), 

nenhuma interação foi observada no grupo C. Este padrão de resultados indicou que os perfis 

de distribuição de fenótipos celulares do grupo C eram significativamente diferentes dos 

perfis do grupo PD em todos os tempos, também indicou que o grupo C apresentou um perfil 

estável em todos os tempos, enquanto o grupo PD mudou seu perfil desde o tempo inicial de 

tratamento (30min) até o último (48h). Esta mudança foi principalmente associada com um 

aumento no número de células PO desde 30min até o tempo de 48h (FPLSD: p = 0,04). 
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Figura 11 - Mudanças no número de células, agrupadas pelo fenótipo da oligodendroglia 

em culturas controle e culturas tratadas, indicadas pela expressão da CNPase e pela 

morfologia celular. 5 -7div: o grupo PD apresentou um aumento no número de células com 

fenótipo NC e bipolar (OPC); 11-13div: o grupo C era caracterizado por um grande número 

de células com morfologia madura, enquanto o grupo PD apresentou um maior número de 

células com morfologia de progenitor e de células NC em relação ao grupo C. OPC: célula 

progenitora de oligodendrócitos; PO: pré-oligodendrócito; IO: oligodendrócito imaturo; M: 

oligodendrócito maduro; NC: células não classificadas.   *p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 

0,001. 
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4.2.5  Células MBP+: de 5 a 7 div 

 

 

A ANOVA global de repetição indicou um efeito significativo de FENÓTIPO (F = 

19,3, d.f. = 4, p < 0,001) e interações significativas entre FENÓTIPOTRATAMENTO (F = 

13,1, d.f. = 4, p < 0,001) (Figura 12A e Tabela 2). Com relação ao efeito, análises de pós hoc 

indicaram a seguinte classificação de número de células por fenótipo: OPC=PO=IO=NC<M 

(FPLSD). 

 Considerando a interação FENÓTIPOTRATAMENTO: 1) A ANOVAm indicou que 

enquanto o tratamento aumentou significativamente o número de células OPC (F = 8,3, d.f. = 

1, p = 0,04) e NC (F = 12,2, d.f. = 1, p = 0,02), também diminuiu o número de células M (F = 

8,7, d.f. = 1, p = 0,04). 

2) As ANOVAs de repetição demonstraram que o número de células por fenótipo variou 

somente no grupo C (F = 22,7, d.f. = 1,0, p = 0,04) com a seguinte classificação de número de 

células por fenótipo NC<PO=OPC=IO<M (FPLSD). Este padrão de resultados indicou que o 

número de células por fenótipo era maior com relação às células com fenótipo mais maduro 

no grupo controle, o que não era verdadeiro para o grupo PD.  

 

 

4.2.6 Células MBP+: de 11 a 13 div 

 

 

A ANOVA global de repetição indicou um efeito significativo de FENÓTIPO (F = 

32,8, d.f. = 1,2, p = 0,002) e interações significativas entre FENÓTIPOTRATAMENTO (F = 

17,5, d.f. = 1,2, p = 0,008) e FENÓTIPOTRATAMENTOTEMPO (F = 5,3, d.f. = 2,1, p = 

0,03) (Figura 12B e Tabela 2). Com relação ao efeito, análises de pós hoc indicaram a 

seguinte classificação de número de células por fenótipo: IO=PO=OPC=NC<M (FPLSD). 

 Considerando a interação FENÓTIPOTRATAMENTO: 1) A ANOVAm indicou que 

enquanto o tratamento aumentou significativamente o número de células PO (F = 20,1, d.f. = 

1, p = 0,01) e NC (F = 55,9, d.f. = 1, p = 0,002), e reduziu significativamente o número de 

células M (F = 9,1, d.f. = 1, p = 0,04). 2) As ANOVAs de repetição indicaram que o número 

de células por fenótipo variou significativamente somente no grupo C (F = 31,1, d.f. = 1,0, p 

= 0,03) com a seguinte classificação por número de células por fenótipo 
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NC<PO=OPC=IO<M (FPLSD). Este padrão de resultados indica que enquanto o número de 

células por fenótipo era mais alto para as células com morfologia mais madura no grupo C, o 

mesmo não era verdade para o grupo PD. 

Para as interações FENÓTIPOTRATAMENTOTEMPO: 1) analisando cada tempo 

separadamente, as ANOVAs de repetição de ordem inferior indicaram interações 

FENÓTIPOTRATAMENTO para os períodos de 30min (F = 12,9, d.f. = 1,6, p = 0,007), 24h 

(F = 10,7, d.f. = 1,9, p = 0,007) e 48h (F = 16,8, d.f. = 1,4, p = 0,006); 2) analisando cada 

grupo separadamente, as ANOVAs de repetição de ordem inferior indicaram que enquanto 

uma interação FENÓTIPOTEMPO existia para o grupo PD (F = 6,2, d.f. = 1,6, p = 0,08), 

nenhuma interação foi observada no grupo C. Este padrão de resultados indicou que os perfis 

de distribuição de fenótipos celulares do grupo C eram significativamente diferentes dos 

perfis do grupo PD em todos os tempos, também indicou que o grupo C apresentou um perfil 

estável em todos os tempos, enquanto o grupo PD mudou seu perfil desde o tempo inicial de 

tratamento (30min) até o último (48h). Esta mudança foi principalmente associada com um 

aumento no número de células PO desde 30min até o tempo de 48h (FPLSD: p = 0,02).    

 

 

4.2.7 Marcação para DAPI: 5 a 7 div e 11 a 13 div 

 

 

 O tratamento não afetou o número total de células, sem considerar o fenótipo, nas 

culturas tanto nos períodos de 5-7 div (C: 876±105; PD: 733±87) como nos períodos de 11-13 

div (C: 1154±129; PD: 1070±123) (ausência de efeitos do TRATAMENTO ou de interações 

TRATAMENTOTEMPO: p > 0,10 em todos os casos). 
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Figura 12 - Mudanças no número de células, agrupadas pelo fenótipo da oligodendroglia 

em culturas controle e culturas tratadas, indicadas pela expressão da MBP e pela 

morfologia celular. 5 -7div: o grupo PD apresentou um aumento no número de células com 

fenótipo NC e bipolar (OPC); 11-13div: o grupo C era caracterizado por um grande número 

de células com morfologia madura, enquanto o grupo PD apresentou um maior número de 

células com morfologia de progenitor e NC em relação ao grupo C. OPC: célula progenitora 

de oligodendrócitos; PO: pré-oligodendrócito; IO: oligodendrócito immaturo; M: 

oligodendrócito maduro; NC: células não clasificadas.   *p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. 

MBP 11-13 DIV

0

200

400

600

800

1000

1200

OPC PO IO M NC

Phenotype

N
u

m
b

e
r 

o
f 

c
e
ll

s

CONTROL PD

MBP 5-7 DIV

0

100

200

300

400

500

600

OPC PO IO M NC

Phenotype

N
u

m
b

e
r 

o
f 

c
e
ll

s

CONTROL PD

A

Fenótipo: ***
Fenótipo x Tratamento : ***

B

Fenótipo: **
Fenótipo x Tratamento **

*

*

*

*

*

**



67 
 

 4.3  Avaliação do papel da via da MAPK na distribuição de proteínas  

  

 

4.3.1 Distribuição da MBP 

 

 

 Nas culturas controle com 5div, a MBP estava distribuída ao longo do corpo celular e 

dos prolongamentos, organizada em traços discretos, contínuos, formando como se fossem 

pequenos “trilhos” ao longo dos prolongamentos (Figura 13A). Nas culturas tratadas com PD 

por 30min, a MBP estava distribuída aparentemente em traços maiores no corpo celular, e 

mais evidentes pela imunomarcação em comparação com as células das culturas controle 

(Figura 13B). Com 24 horas de tratamento, a distribuição da MBP é semelhante ao observado 

com 30 minutos, embora possam ser distinguida em porções proximais de prolongamentos 

(Figura 13C - setas). Com 48 horas, o padrão de distribuição da MBP se assemelha ao do 

grupo controle (Figura 13D).   

 Em um estágio mais avançado, com 11div, as culturas controle apresentaram células 

com a MBP distribuída ao longo do corpo celular e nos prolongamentos, evidenciando 

também os véus de membrana (Figura 13E). Com 30min de tratamento, a MBP estava bem 

menos evidente do que o observado nas células das culturas controle, com uma marcação 

difusa e dispersa (Figura 13F). Com 24 horas, a MBP se encontrava em um padrão que se 

assemelhava mais com o observado nas culturas de 5div quando tratadas por 24h (Figura 

13G). Com 48 horas de tratamento, a MBP era observada em traços contínuos e bem 

evidentes ao longo do corpo celular e dos prolongamentos (Figura 13H). 
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Figura 13 - Distribuição da MBP: Oligodendroglia imunoreagida aos 5div e aos 11div 

com o anticorpo anti-MBP. A/E – culturas controle; culturas tratadas com PD98059 por 

30min (B/F), 24h (C/G) e 48h (D/H). Em A, aos 5div, notar que a MBP é organizada em 

traços ao longo do corpo celular e prolongamentos. Com 30min (B) e com 24h (C), a MBP 

estava distribuída de forma dispersa pelo corpo celular, sendo que com 24h, a MBP podia ser 

observada em regiões proximais de prolongamentos (setas). Com 48 horas, o padrão de 

distribuição da MBP se assemelha ao do grupo controle (D). Em E, em um estágio mais 

avançado de diferenciação in vitro, as culturas controle exibem células com a MBP pelo corpo 

celular, prolongamentos e nos véus de membrana. Com 30min, a MBP se distribuía de forma 

difusa pela célula (F). Com 24h (G), sua marcação era dispersa no corpo celular, enquanto 

que com 48h (H), já podia ser evidenciada nos prolongamentos. Barra de calibração: 20 μm.  
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4.3.2 Distribuição da CNPase e actina  

 

 

 Nas culturas controle aos 5div, a CNPase está distribuída em um padrão filamentar, ao 

longo das estruturas do citoesqueleto semelhante a nervuras, co-localizada com a actina, 

conforme observado em microscopia confocal (Figuras 14A-C). 30 minutos após o 

tratamento, a CNPase passou a apresentar um padrão puntiforme, co-localizado com a actina 

(Figuras 14D-F). Com 24 horas, a CNPase ainda era encontrada no padrão puntiforme, no 

entanto, a distribuição da actina parecia começar a se reorganizar e compor as estruturas 

semelhantes a nervuras (Figuras 14G-I). 48 horas após o tratamento, a CNPase voltou a 

mostrar um padrão e distribuição filamentar, co-localizada com a actina (Figuras 14J-L), 

similar ao das células controle sugerindo que o citoesqueleto é capaz de se reorganizar após a 

ação do inibidor.  
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Figura 14 - Efeitos do tratamento com PD na distribuição da CNPase e actina aos 5div. 

Em todos os painéis: vermelho – CNPase; verde – actina; amarelo – imagens superpostas. A-

C: Nas culturas controle, a CNPase tem a aparência filamentosa ao longo de estruturas de 

citoesqueleto semelhantes a nervuras, co-localizadas com actina. D-F: 30 minutos pós-

tratamento, nota-se que a CNPase é presente em um padrão puntiforme. A actina é co-

localizada com CNPase mostrando também uma distribuição puntiforme. G-I: 24 horas pós-

tratamento, a CNPase se mantém distribuída com padrão puntiforme, contudo, a actina é 

distribuída ao longo das estruturas de citoesqueleto semelhantes a nervuras. J-L: Com 48 

horas, ambos CNPase e actina se apresentam novamente em um padrão filamentoso, similar 

ao das células controle. Barra de calibração:10 m. 
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4.3.3  Distribuição da CNPase e tubulina  

 

 

 Nas células controle aos 5div, a tubulina se distribui aparentemente co-localizada com 

a CNPase em um padrão filamentar ao longo das estruturas semelhantes a nervuras (Figuras 

15A-C). 30 minutos após o tratamento, CNPase e tubulina demonstram um padrão 

puntiforme, mas mantêm a co-localização na maior parte da região citoplasmática (setas 

Figuras 15D-F), embora na extremidade do véu de membrana a CNPase esteja evidente sem a 

presença de tubulina (cabeças de seta - Figuras 15D e F). Com 24 horas de tratamento, a 

CNPase parecia distribuída de forma puntiforme ao longo da célula (Figura 15G), porém, 

aparentemente distribuída ao longo dos microtúbulos (observar as imagens sobrepostas na 

Figura 15I). A tubulina parecia começar a se redistribuir nas estruturas semelhantes a 

nervuras, sendo que em algumas células este padrão era mais evidente (seta Figura 15H). 

Com 48 horas na presença do PD, a CNPase começava a se redistribuir em um padrão 

filamentar (Figura 15J) aparentemente co-localizada com a tubulina (Figuras 15J-L).  

 Em um estágio mais avançado de diferenciação, aos 11div, as estruturas semelhantes a 

nervuras já não eram tão evidentes pela CNPase ou pela tubulina (Figuras 16A-B). A CNPase 

e a tubulina estavam distribuídas por toda a célula, aparentemente co-localizadas, inclusive 

nas extremidades do véu de membrana (Figura 16C). Com 30min de tratamento com o PD, a 

CNPase continua em um padrão puntiforme, mas, apresenta-se concentrada em regiões 

próximas ao núcleo (cabeças de seta Figuras 16D e F) e nas extremidades do véu de 

membrana (setas Figura 16D e F). A tubulina estava aparentemente co-localizada com a 

CNPase, em um padrão preferencialmente puntiforme, porém não tão evidenciada nas 

extremidades quanto a CNPase (Figuras 16E-F). Com 24 horas, a CNPase e a tubulina 

podiam ser observadas ao longo de toda a célula, aparentemente co-localizadas, sendo que a 

tubulina apresentava um padrão mais filamentar que a CNPase (Figuras 16G-I).  
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Figura 15-  Efeitos do tratamento com PD na distribuição da CNPase e tubulina aos 

5div. Em todos os painéis: vermelho – CNPase; verde – tubulina; amarelo – imagens 

superpostas. A-C: Nas culturas controle, a CNPase tem a aparência filamentosa ao longo de 

estruturas de citoesqueleto semelhantes a nervuras, co-localizadas com a tubulina. D-F: Com 

30min após o tratamento, nota-se que a CNPase é presente em um padrão puntiforme,assim 

como a tubulina, que aparentemente se colocaliza com a CNPase (setas), porém nas porções 

mais extremas das células podem ser observados pontos somente com a CNPase (cabeça de 

setas). G-I: Com 24h, o padrão de distribuição da CNPase ainda parecia disperso na 

membrana, contudo, a tubulina parece começar a se redistribuir em um padrão filamentar 

(setas). Além disso, é possível observar uma concentração da CNPase perto do núcleo. J-L: 

Com 48 horas, tanto a CNPase como a tubulina se apresentam novamente em um padrão 

filamentoso. Barra de calibração:30 m.        

CNPase Tubulina sobreposição

PD-24h

PD-48h

PD-30´

C-5div

A B C

D E F

G H I

J K L



73 
 

 

Figura 16 - Efeitos do tratamento com PD na distribuição da CNPase e tubulina aos 

11div. Em todos os painéis: vermelho – CNPase; verde – tubulina; amarelo – imagens 

superpostas. A-C: Neste estágio de maturação nas culturas controle, as estruturas de 

citoesqueleto semelhantes a nervuras não são tão evidenciadas pela CNPase, sendo que 

CNPase e tubulina são distribuídas ao longo de toda a célula. Com 30min  de tratamento com 

o PD (10 μM) (D-F), tanto a CNPase quanto a tubulina se encontravam dispersas, em um 

padrão puntiforme, como em domínios na membrana, porém nos domínios localizados nas 

partes mais externas, somente a CNPase pode ser observada  (setas em D e F). Além disso, a 

CNPase ficava mais concentrada em uma região ao lado do núcleo (cabeças de seta em D e 

F). Com 24h, a tubulina apresentava um padrão mais filamentar que a CNPase, em uma célula 

com morfologia de progenitor, que é a morfologia predominante com este tempo de 

tratamento (G-I). Barra de calibração: 30 μm. 
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4.3.4 Distribuição da CNPase e FAK  

 

 

Aos 5div, nas células das culturas controle, a FAK podia ser observada organizada no 

corpo celular próximo ao núcleo e mais evidenciada nas extremidades da célula, em um 

padrão puntiforme, nos pontos de adesão focal, que podem estar tão próximos nas 

extremidades dos véus de membrana e prolongamentos, parecendo uma marcação contínua 

(setas na Figura 17B e C). A CNPase se apresentava distribuída por todo o corpo celular 

aparentemente não colocalizada com a FAK (Figuras 17A e C). Vale ressaltar que a marcação 

para CNPase nestes experimentos apresenta um padrão um pouco diferente do mostrado 

anteriormente, não evidenciando as estruturas semelhantes a nervuras, provavelmente devido 

às poucas lavagens com Triton, que tiveram que ser evitadas por causa da marcação para a 

FAK. Com 30min de tratamento, a CNPase podia ser observada por toda a célula (Figura 

17D), assim como a FAK que, por sua vez, não era mais observada nas extremidades, e nem 

puderam ser mais observados pontos de adesão focal como nas culturas controle (Figura 17E). 

Na célula com morfologia arredondada, tanto a CNPase como a FAK possuíam marcação 

bem evidente, mais forte do que nas outras células, como se estivessem totalmente 

concentradas no corpo celular. Com 24 horas, a FAK ainda se encontrava preferencialmente 

nas regiões mais próximas ao núcleo (Figura 17G), porém, podendo ser observada também 

nas extremidades dos véus de membrana (setas Figuras 17H e I).  Com 48 horas de 

tratamento, a FAK já está presente por toda a célula e nas extremidades dos véus de 

membrana (cabeça de seta Figura 17K), assim como em pequenos prolongamentos marcados 

também com a CNPase (setas Figuras 17J e L) sugerindo assim, que após um longo tempo da 

adição do inibidor, as células voltam a aderir, porém não alcançam, até o tempo de 48 horas, o 

padrão observado nas células das culturas controle. 

Aos 11div, nas células das culturas controle, a FAK podia ser observada por toda a 

célula, porém, sua marcação era mais evidente em alguns pontos, tanto no corpo celular como 

nas extremidades dos véus de membrana e também nos prolongamentos, evidenciando desta 

forma, pontos de adesão focal (Figura 18B). A CNPase se apresentava distribuída por todo o 

corpo celular aparentemente não co-localizada com a FAK (Figuras 18A, C). Com 30min de 

tratamento com PD, a CNPase podia ser observada distribuída de forma dispersa e 

puntiforme, sendo que nas extremidades celulares, era encontrada desta forma sem a 

marcação para FAK (Figuras 18D,F). Além disso, ficava mais concentrada em regiões 

próximas ao núcleo (Figura 18D). A FAK não era mais evidenciada nas extremidades 
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celulares como nas células controle, sendo mais distribuída perto do núcleo, e apresentava um 

padrão de marcação puntiforme. Pode ser observado também em uma célula, pontos mais 

fortes, como se fossem pequenos pontos de adesão focal, embora restritos ao corpo celular 

(setas Figuras 18E,F). Com 24 horas, a CNPase estava mais concentrada em uma região perto 

do núcleo em uma marcação forte e puntiforme, sendo que também podia ser evidenciada 

pelos prolongamentos, com um padrão de marcação menos puntiforme e mais segmentado 

(Figura 18G). Com este tempo de tratamento, a FAK já era mais distribuída por todo o corpo 

celular, sendo que podia ser evidenciada nas extremidades celulares (Figuras 18H,I) como se 

estivesse formando novos contatos para a adesão. Com 48 horas, a CNPase e a FAK já 

estavam mais distribuídas pelo corpo celular e evidenciando mais as extremidades celulares 

(Figuras 18J-L). Além disso, a FAK podia ser observada em pontos mais fortemente 

marcados, em pontos de adesão focal (setas Figuras 18K,L). Estes resultados sugerem que 

com o tratamento as células perdem o contato com a superfície da lamínula com poli-L-lisina, 

voltando a formar novos contatos de adesão após um período em que provavelmente o 

inibidor não exercia mais efeito.   
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Figura 17 - Efeitos do tratamento com PD na distribuição da CNPase e FAK aos 5div. 

Em todos os painéis: vermelho – CNPase; verde – FAK; amarelo – imagens superpostas. Nas 

culturas controle, observar a organização da FAK (B-C) em feixes na parte mais interna e nas 

extremidades da célula, como nas partes mais distais, evidenciando as regiões ou pontos de 

adesão focal (setas em B e C). Com 30min (E-F), a FAK, não era mais evidenciada nas 

extremidades celulares, e nem puderam ser mais observadas as regiões ou pontos de adesão 

focal. Nas células com morfologia madura (com véus de membrana), a FAK estava mais 

concentrada em um padrão puntiforme no corpo celular (cabeça de seta) e na célula com 

morfologia arredondada, tanto a CNPase como a FAK possuíam marcação totalmente 

concentradas no corpo celular, sendo que a CNPase novamente estava mais concentrada em 

uma região próxima ao núcleo (seta). Com 24 horas (G-I), a FAK já podia ser observada em 
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algumas regiões nas extremidades das células (setas). Com 48h, as extremidades celulares já 

podiam ser mais evidenciadas com a marcação para FAK (cabeça de seta em K/L), assim 

como em pequenos prolongamentos marcados também com a CNPase (setas J e L). Barra de 

calibração: 30 μm.      

 
Figura 18 - Efeitos do tratamento com PD na distribuição da CNPase e FAK aos 11div. 

Em todos os painéis: vermelho – CNPase; verde – FAK; amarelo – imagens superpostas. Nas 

culturas controle (A-C), a marcação para FAK era mais evidente em alguns pontos, tanto no 

corpo celular como nas extremidades da membrana e também nos pelos prolongamentos, 

evidenciando os pontos de adesão focal. Com 30min (D-F), a CNPase e a FAK podiam ser 

observadas distribuídas de forma dispersa e puntiforme, como em domínios pela membrana, 

sendo que nas extremidades celulares, a FAK não estava presente. Esta ficava mais 

concentrada em regiões próximas ao núcleo ou em pontos mais fortes, como se fossem 
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pequenos pontos de adesão focal, restritos à parte mais interna do corpo celular (setas). Com 

24h (G-I), a CNPase (G) estava mais concentrada em uma região perto do núcleo em uma 

marcação forte e puntiforme, sendo que também podia ser evidenciada pelos prolongamentos, 

com um padrão de marcação menos puntiforme e mais segmentado. A FAK (H/I) já era mais 

distribuída por todo o corpo celular e também nas extremidades celulares. Com 48 horas, a 

CNPase e a FAK já eram observadas distribuídas pelo corpo celular e nas extremidades 

celulares (J-L), onde a FAK podia ser observada em pontos mais fortemente marcados (setas 

em K e L). Barra de calibração: 30 μm. 
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5  DISCUSSÃO 

 

 

A oligodendroglia passa por diversas modificações morfológicas durante a 

diferenciação, e para este processo ocorrer, é necessária uma variedade de eventos 

coordenados sequencialmente, os quais vão permitir que a oligodendroglia em 

desenvolvimento alcance o estágio maduro e comprometido com a mielinização (Broughton 

et al., 2007). Com os resultados tanto qualitativos como quantitativos, baseados na 

imunocitoquímica para CNPase e MBP, assim como na morfologia, nós demonstramos que 

com a inibição da via da MAPK/ERK ocorre um aumento significativo o número de células 

NC. Este aumento é geralmente acompanhado por um aumento do número de células com 

morfologia imatura (OPC e PO) e redução no número de células com morfologia madura (M). 

O tratamento com PD na dose de 10 μM resultou em mudanças nos perfis de distribuição de 

células por fenótipos: os efeitos mais evidentes foram observados logo após o tratamento com 

30min. Quando utilizamos outro inibidor da MEK, o U0126, na dose de 1 μM, os resultados 

observados foram semelhantes aos do tratamento com PD. O U0126 é considerado um 

inibidor mais específico e mais potente da MEK (Learish et al., 2000). Com o decorrer do 

tempo, os perfis morfológicos mudaram, indicando que as células estavam se recuperando do 

tratamento. É importante ressaltar que as células NC CNPase+/MBP+, como observado 

também pela análise qualitativa, são NG2-/A2B5-, indicando que são células maduras que não 

foram capazes de estender ou manter os prolongamentos.  

Como mencionado, os efeitos com o PD parecem ser reversíveis. O aumento do 

número de células com perfil imaturo marcadas com o anticorpo anti-MBP com 24h e 48h 

pode sugerir que as células NC estão estendendo e ramificando seus prolongamentos 

novamente. O PD98059 se liga de forma não competitiva à forma inativa da MEK1 (Dudley 

et al., 1995) e seus efeitos podem ser rapidamente reversíveis quando o composto é removido 

do meio de cultura, indicando que o PD age de forma citostática e não citotóxica (Akella et 

al., 2008). Esta hipótese é confirmada por nossos resultados quando nenhuma alteração no 

número de células foi observada com a análise com DAPI. Também demonstramos que, 24 

horas após o primeiro tratamento, um período em que a morfologia predominante era a das 

células bipolares, ao fazer outra administração de PD, as células eram afetadas novamente, 

exibindo uma morfologia predominantemente redonda, como após 30 minutos do primeiro 

tratamento.   
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A regulação temporal da ativação da MAPK em um sistema de células em 

desenvolvimento, o qual é o nosso caso em culturas primárias de oligodendrócitos, é esperada 

que seja mais complexo do que em culturas de linhagens de células estabelecidas (Bhat 

&Zhang, 1996).  A inibição de outra proteína da família das MAPK, a p38, demonstrou que a 

apoptose é induzida somente nas células maduras, não ocorrendo este efeito nos progenitores 

de oligodendrócitos. Estes resultados foram obtidos tanto com culturas primárias como em 

culturas de linhagem de células glia central-4 (CG-4) (Hamanoue et al., 2007). Além disso, 

foi demonstrado que a p38 é importante para a diferenciação dos progenitores em 

oligodendrócitos maduros (Baron et al., 2000). No entanto, deve ser ressaltado que o papel da 

p38 na sobrevivência celular era específico nos oligodendrócitos maduros, indicando um 

efeito estágio específico. Em nosso sistema de cultura, todos os estágios de diferenciação 

oligodendrogliais estavam presentes. 

A via da MAPK/ERK foi descrita como importante tanto para a proliferação como 

para a diferenciação celular (Bhat & Zhang, 1996; Baron et al., 2000). Nossos resultados com 

células NG2+, aos 5div, mostraram que o número de células aumentou constantemente em 

direção aos fenótipos mais maduros no grupo controle. O mesmo perfil não foi observado no 

grupo PD, o que corrobora os achados anteriores que mostraram um efeito nos progenitores 

tardios da oligodendroglia (Baron et al., 2000). Por outro lado, o efeito na morfologia celular 

foi significativamente maior nas células maduras, indicando que o estágio maduro, o qual 

deveria ter prolongamentos bem extensos e ramificados, era o estágio mais afetado pelo 

tratamento.  Estas observações sugerem que a via da MAPK/ERK participa dos eventos 

relacionados com o alongamento dos prolongamentos e com a adesão celular. Não existem 

dados na literatura com relação à ERK e extensão de prolongamentos diretamente. Foi 

demonstrado que o tratamento com NGF pode causar um aumento na atividade da ERK em 

oligodendrócitos de porco, aumentando assim a extensão dos prolongamentos (Althaus et 

al.,1992, 1997). Além disso, o tratamento com o forbol 12-miristato 13-acetato (PMA), um 

ativador da PKC, induz a extensão dos prolongamentos, e este efeito pode ser bloqueado com 

a inibição da ERK (Stariha & Kim, 2001; Stariha et al., 1997). Fincham e colaboradores 

(2000) demonstram em fibroblastos que a ERK está presente nas adesões celulares e pode ser 

alvo em sítios de adesões celulares onde está presente em sua forma ativa. A inibição da MEK 

pelo inibidor U0126 por 30min induziu o arredondamento celular. O espalhamento celular, 

mas não a adesão, foi afetado pela inibição da MEK, semelhante ao que vimos em nossas 

culturas quando inibimos a MEK. Observamos uma redução no espalhamento celular, porém 
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o número total de células não mudou com o tratamento com o PD, sugerindo que a adesão 

celular pode não ter sido afetada. 

As alterações na morfologia celular foram acompanhadas por alterações no padrão de 

distribuição de proteínas. A MBP teve sua distribuição alterada, e estas alterações ocorreram 

de forma diferente aos 5 e aos 11div, pois o perfil de distribuição normal da MBP é alterado 

ao longo da diferenciação. Aos 5div, a MBP estava distribuída em traços discretos, formando 

como se fossem pequenos “trilhos” ao longo dos prolongamentos. A disposição da MBP ao 

longo destes “trilhos” está de acordo com a sua forma de distribuição. O transporte de RNAm 

de MBP, do corpo celular para os prolongamentos de oligodendrócitos, é dependente da 

associação com microtúbulos (Ainger et al. 1993). Foi proposto um tipo de transporte de 

RNAm de MBP via microtúbulos que vai da região peri-nuclear até os prolongamentos, 

através de experimentos com hibridização in situ. Este tráfego anterógrado observado em 

culturas de oligodendrócitos era direcionado por um mecanismo de translocação de grânulos 

em que estes eram alinhados com os microtúbulos (Ainger et al., 1997; Barbarese et al., 

1999).  Quando as células foram tratadas com o PD por 30min, a MBP ficou distribuída de 

forma dispersa no corpo celular, sem uma orientação contínua, provavelmente por uma 

perturbação na organização dos microtúbulos. Com o decorrer do tratamento, a MBP já 

começa a se distribuir de forma mais contínua, provavelmente após a reorganização dos 

microtúbulos. Como a tubulina também apresenta uma distribuição alterada após o tratamento 

com PD, estes resultados sugerem que a reorganização da MBP pode estar relacionada com a 

reorganização da distribuição da tubulina. Em um estágio mais avançado de diferenciação in 

vitro, aos 11div, a MBP já estava provavelmente inserida nos véus de membrana nas células 

das culturas controle. Este padrão pode ser observado durante a diferenciação, em que ocorre 

uma reorganização das proteínas no estágio mais maduro, quando a MBP é inserida na 

membrana. A inserção da MBP na membrana plasmática ocorre quando o citoesqueleto sub-

membranoso (do qual fazem parte a CNPase, actina e tubulina) se desliga dos fosfolipídeos de 

membrana, permitindo assim, a ligação destes com a MBP. Outro fator que favorece a 

inserção da MBP na membrana é a redistribuição de lipídeos com carga negativa para as 

regiões de domínio da MBP, uma vez que esta possui uma carga positiva muito forte (Brophy, 

1992). Quando inibimos a MEK por 30min, a marcação para MBP parece difusa. De fato, 

mesmo quando a MBP fica inserida na membrana, ela continua ligada aos microtúbulos. A 

MBP é normalmente encontrada em múltiplos domínios pequenos espalhados pela membrana. 

Na presença de colchicina, droga que impede a polimerização dos microtúbulos, a MBP era 

difundida ao longo da membrana, sem a formação dos domínios, enquanto que na presença de 
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citocalasina B, droga que impede a polimerização dos filamentos de actina, a MBP formava 

grandes domínios aglomerados na membrana (Dyer & Benjamins, 1989). Com o decorrer do 

tratamento, a distribuição da MBP apresenta um padrão que é compatível com a presença 

desta proteína associada ao citoesqueleto. No entanto, é difícil imaginar que a MBP, que antes 

do tratamento se localizava inserida na membrana, após o tratamento com PD pudesse se 

reorganizar no citoplasma. Uma possibilidade é que, nesta fase, 24 ou 48 horas pós-

tratamento, esteja ocorrendo uma nova síntese de MBP, e que esta já possa ser distribuída 

através dos microtúbulos que, nesta fase pós-tratamento, já são encontrados em uma 

disposição filamentar.  

A MAPK está presente na membrana dos oligodendrócitos (Bhat and Zhang, 1996) e 

pode fosforilar a MBP em seu sítio Thr97. A fosforilação da MBP pode ser observada tanto in 

vitro como in vivo (Martenson et al., 1983; Erickson et al., 1990; Bhat and Zhang, 1996), 

sugerindo que esta via pode ser importante para a formação da mielina (Bhat and Zhang, 

1996).  

As distribuições da CNPase e do citoesqueleto também foram alteradas com o 

tratamento com o PD. Nas culturas controle aos 5div, a CNPase está distribuída em um 

padrão filamentar, ao longo das estruturas do citoesqueleto semelhante a nervuras, 

colocalizada com a actina (pela análise com microscopia de confocal) e aparentemente 

colocalizada com a tubulina. Este padrão de distribuição é descrito nas células neste estágio 

de desenvolvimento. A CNPase tem sua localização celular alterada, migrando da membrana 

plasmática para as chamadas estruturas semelhantes a nervuras, formando os componentes 

radiais juntamente com os filamentos de  actina e os microtúbulos. À medida que a CNPase se 

desloca da membrana, dá lugar a MBP (Dyer & Benjamins, 1989; Dyer, 2002).  

Com o tratamento por 30min, tanto a CNPase, quanto a actina e a tubulina tiveram 

suas distribuições alteradas, apresentando um padrão puntiforme por toda a célula. Essa 

desorganização do citoesqueleto explica as diferenças observadas na morfologia, com as 

células arredondadas, sugerindo que estas células na verdade tiveram uma retração de seus 

prolongamentos por causa desta perturbação no citoesqueleto. Alterações semelhantes no 

padrão de distribuição da CNPase e da tubulina foram observadas por nosso grupo em 

culturas cultivadas em deficiência de hormônio tireoideano, em que estas proteínas eram 

distribuídas de forma puntiforme e dispersa na membrana, porém, neste caso, a actina se 

manteve distribuída normalmente (Younes-Rapozo et al., 2006). Com 24h, a actina e a 

tubulina começam a se reorganizar, saindo daquele padrão puntiforme e começam a 

apresentar um padrão filamentar ainda de forma discreta. Esta redistribuição do citoesqueleto 
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sugere que o aumento do número de células com morfologia imatura observado neste tempo 

de tratamento pode ser devido ao fato que as células arredondadas NC começaram a estender 

seus prolongamentos novamente, o que seria permitido após a reorganização do citoesqueleto. 

Embora a tubulina e a actina já possam ser observadas redistribuídas com padrão filamentar, a 

CNPase ainda manteve um padrão puntiforme neste tempo de tratamento, sugerindo que, 

neste caso, a CNPase depende que o citoesqueleto de actina e os microtúbulos se reorganizem 

primeiro para depois ela se redistribuir ao longo da actina e tubulina para recompor as 

estruturas semelhantes a nervuras, como acontece 48 horas após o tratamento. 

Foi proposto por Fincham e colaboradores (2000), no mesmo trabalho citado acima 

em que foi observado um arredondamento celular com a inibição da MEK com 30min, um 

mecanismo regulado de dentro para fora da célula, para que ocorra este efeito. Os autores 

observaram em culturas de fibroblastos que a MAPK/ERK fosforila a cinase da cadeia leve de 

miosina (MLCK). A atividade desta cinase é necessária para a fosforilação da cadeia leve de 

miosina (MLC), a qual induz a contratibilidade da miosina, levando ao agrupamento de 

integrinas e, consequentemente, à formação das adesões focais (Burridge et al., 1997). A 

figura 19 resume a complexa sinalização envolvendo a ativação da ERK na manutenção dos 

contatos focais. 
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Figura 19: Modelo que resume a complexa sinalização associada à FAK que leva à 

formação dos contatos focais. Arranjos de fibras de stress de actina e contração celular estão 

associados com a formação dos sítios de adesão focal e aumento dos níveis de Rho-GTPases. 

Estas regulam indiretamente a fosforilação da cadeia leve de miosina (MLC) pela ativação da 

cinase da MLC (MLCK) e inibindo a fosfatase da MLC.  O aumento dos níveis de Rho-

GTPases mediado pela FAK pode ocorrer através de múltiplos mecanismos. Um processo 

dependente de ERK-2 é regulado pela sinalização da Src-FAK por muitas vias, incluindo a 

ligação da Grb2 ao resíduo de tirosina 925 da FAK, formando o complexo Shc-Grb2, ou pela 

fosforilação da PAK1 no resíduo de serina-928 pela MEK1. A ativação de Rho-GTPases pela 

FAK através de vias de sinalização independentes da ERK2 inclui a ligação direta de fatores 

de troca Rho-GDP-GTP como a p190RhoGEF e o Trio da FAK. O papel direto da FAK em 

promover a ligação da talina com integrinas na formação do contato focal é pela ativação da 

PIPK1g (modificado de Schlaepfer et al., 2004) . 

 

A ativação da ERK na adesão e migração celular em substratos da MEC é pouco 

compreendida. A ligação das integrinas ou o espalhamento celular é suficiente para ativar a 
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via de sinalização da ERK (Chen & Ko, 1994; Zhu & Assoian, 1995; Renshaw et al., 1996). 

A ativação da ERK dependente de adesão é notavelmente mais fraca, porém ocorre de forma 

mais sustentada quando comparada à ativação da ERK transiente e robusta observada com a 

ligação dos receptores com fatores de crescimento. Esta ativação ocorre provavelmente 

devido ao longo tempo necessário para a formação de múltiplas adesões celulares durante o 

processo de espalhamento celular (Zhu & Assoian, 1995). 

 O ancoramento celular é mediado pela ação das integrinas na sinalização dos 

complexos citosólicos da Raf-1, MEK e ERK. Esta sinalização depende da função de outras 

cinases, como a FAK, PAKs e PKA como reguladores desta cascata (Howe et al., 2002; 

Juliano et al., 2004). Estas proteínas são importantes reguladores da organização do 

citoesqueleto de actina. A FAK regula a liberação dos sinais da MEC para o citoesqueleto de 

actina e tem sido demostrado que a PAK pode ser importante para a formação de adesões 

estáveis nas regiões terminais dos prolongamentos ou regiões de crescimento, sendo 

importante também na modulação da contração da actina-miosina que é importante para a 

transição das adesões dos complexos focais (Parsons et al., 2000). 

Além disso, a inibição da MEK aboliu a ERK fosforilada nas adesões focais celulares 

(Fincham et al., 2000). A mielinização é altamente dependente do contato célula-substrato, 

neste caso, o contato dos prolongamentos dos oligodendrócitos com os axônios (Colognato et 

al., 2002; Câmara and ffrench-Constant, 2007).  Os oligodendrócitos mielinizantes dependem 

de um estado intermediário de adesão, pois são células envolvidas na remodelação tecidual 

(Fox et al., 2003).  

Os resultados obtidos com a análise da distribuição da FAK em nossas culturas 

tratadas com PD98059 demonstraram que a inibição da MEK inibiu os contatos focais 

observados nas células das culturas controle. Nas culturas controle com 5div, a FAK estava 

distribuída em pontos por toda a célula, principalmente nas extremidades celulares, 

evidenciando as regiões de contatos focais. Nesta fase de desenvolvimento, em que a maioria 

das células estão se diferenciando, a FAK é importante pois regula o crescimento dos 

prolongamentos, via ativação de integrinas e proteínas cinases da famíla Src (Hoshina et al., 

2007). Com 30min de tratamento, nas células com perfil de morfologia madura, a FAK já não 

era mais observada nas extremidades celulares, e alguns pontos de adesão foram observados 

no corpo celular. Nas células arredondadas NC, a FAK, juntamente com a CNPase, estava 

bem concentrada no corpo celular, sem observação de pontos de contato focal, sugerindo que 

estes foram inibidos com o tratamentos nestas células. Com 24 e 48h, a FAK já podia ser 

observada distribuída também pela periferia das células, indicando que estas células já 



86 
 

começavam a estabelecer novamente contatos com substrato. Nas culturas tratadas com 11div, 

as diferenças na distribuição da FAK seguiram um padrão semelhante às diferenças 

observadas nas culturas de 5div, de acordo com os tempos de tratamento observados, 30min, 

24 e 48h. 

Com 11div, a marcação da FAK nas células das culturas controle foi um pouco menor 

comparada às células das culturas controle com 5div. Esta diminuição da marcação coincide 

com o descrito na literatura em que os oligodendrócitos mielinizantes possuem um estágio 

intermediário de adesão celular, inclusive com a diminuição da fosforilação da FAK em seu 

resíduo de tirosina 925 (Fox et al., 2004). Foi descrito que os oligodendrócitos expressam 

uma proteína contra-adesiva, a fosfodiesterase-Iα/autotoxina (PD-Iα/ATX) (Fox et al., 2003), 

e que a modulação desta proteína está relacionada a um estado intermediário de adesão, o qual 

pode ser relevante para as mudanças típicas na morfologia dos oligodendrócitos que são 

observadas durante a mielinização. Os oligodendrócitos só são responsivos à PD-Iα/ATX 

após seu estágio migratório, reconhecido pelo anticorpo O4 (Fox et al., 2004). O tratamento 

com PD-Iα/ATX exógena reduziu a fosforilação da FAK e antagonizou a adesão dos 

oligodendrócitos O4+, sendo este último efeito mantido mesmo nos oligodendrócitos O1+, que 

corresponde ao início da diferenciação terminal. Estes resultados foram obtidos em culturas 

primárias de oligodendrócitos, como também em linhagens de células CG-4 (Fox et al., 2003, 

2004). Supõe-se que esta ativação seja dependente da via da MAPK/ERK (Dennis et al., 

2008; Yuelling & Fuss, 2008).   

 Investigações adicionais são necessárias para o entendimento dos mecanismos 

necessários, tanto para os oligodendrócitos fazerem contato e envolverem os axônios, como 

para a produção da bainha de mielina, eventos que certamente dependem da relação entre os 

oligodendrócitos/axônios/MEC e podem ser relacionados com diferentes vias de sinalização. 

Nossos resultados com relação à inibição da MEK em oligodendrócitos constituem evidências 

adicionais de que esta via é importante para a formação/manutenção dos prolongamentos e 

suas ramificações, e para a extensão dos véus de membrana, com consequências para a 

formação/ manutenção da bainha de mielina.   
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6  CONCLUSÕES 

 

 

1) A via da MAPK/ERK possui um papel sobre a progressão da maturação da 

oligodendroglia imatura, como observado pela quantificação das células NG2+; 

2) A inibição da MEK alterou a morfologia da oligodendroglia madura, indicando que a 

via da MAPK/ERK possui um efeito estágio-específico sobre a manutenção dos 

prolongamentos, pois observamos células redondas que são A2B5-/NG2- e 

CNPase+/MBP+; 

3) O tratamento com PD98059 alterou o padrão de distribuição de proteínas de 

oligodendrócitos, como a MBP e a CNPase, e estas alterações ocorreram de acordo 

com  o padrão de distribuição destas proteínas ao longo da diferenciação (5 ou 11div); 

4) As mudanças morfológicas e a distribuição de proteínas foram acompanhadas por 

alterações no citoesqueleto, como observado com as distribuições da actina, tubulina e 

também da CNPase; 

5) A inibição da MEK também inibiu os pontos de adesão focais, como demonstrado 

pela FAK; 

6) Com o decorrer do tratamento, as alterações observadas na morfologia e na 

distribuição das proteínas MBP e CNPase pareciam ser reversíveis, assim como 

observamos uma reorganização do citoesqueleto e um aumento da marcação da FAK 

nos pontos de adesão focais.   
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