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RESUMO

FELGUEIRAS, Luiz Otavio Ribeiro de Lemos. A modulacéo da via do AMPc/PKA
altera a morfologia da oligodendroglia e a distribuicdo das proteinas CNPase e MAG
in vitro. 2012. 68f. Dissertacao (Mestrado em Biociéncias) - Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2012.

A diferenciacdo da oligodendroglia depende de alteracdes coordenadas no
citoesqueleto e na sua relacdo com a membrana plasmatica, um componente
importante para a formagdo da bainha de mielina. A 2°3" nucleotideo ciclico 3’
fosfodiesterase (CNPase) esta relacionada com a organizacdo do citoesqueleto,
sendo uma proteina ancoradoura de microtibulos na membrana plasmatica. In vitro,
a CNPase compde, com a F-actina e os microtubulos, as estruturas semelhantes a
nervuras ou os componentes radiais. A glicoproteina associada a mielina (MAG),
também é importante para a formacdo dos véus de membrana e estd associada a
CNPase e a tubulina. Além disso, as trés proteinas podem ser reguladas pela via de
sinalizacdo do AMPc/PKA. Buscando avaliar os efeitos da via do AMPc/PKA na
regulacdo da diferenciacdo oligodendroglial, culturas de hemisférios cerebrais com 5
dias foram tratadas por 30 min ou 24 h com o inibidor (SQ22356-SQ [1 uM]) ou com
o ativador (forscolina [10uM]) da adenilato ciclase ou com o inibidor da PKA, H-89 [1
uM]. A oligodendroglia foi identificada pelo anticorpo anti-CNPase e por sua
morfologia. Com 30 min de tratamento com forscolina, as células das culturas
tratadas apresentaram prolongamentos maiores e menos veéus de membrana
quando comparadas as culturas controle. O tratamento com SQ também causou um
aumento no tamanho dos prolongamentos e o tratamento com H-89 causou a
reducdo no tamanho dos prolongamentos e nos véus de membrana. Com 24 h, as
células tratadas com forscolina apresentaram poucos prolongamentos, ja as culturas
tratadas com SQ apresentaram um aumento no tamanho do prolongamento e as
tratadas com H-89 demonstraram reducdo no véu de membrana. Observamos
também alteracbes na distribuicio da CNPase, tubulina e MAG, a primeira
apresentou uma concentracdo proxima ao nucleo depois dos dois tempos de
tratamento com H-89, o0 mesmo ocorreu com a tubulina. A CNPase adquiriu ainda
um padrdo puntiforme depois de 24 h de tratamento com ambos os inibidores. A
MAG apresentou um aumento na concentracao préximo ao nucleo depois de 30 min
de tratamento com forscolina e SQ. O tratamento com SQ também reduziu a
distribuicdo da MAG nos véus de membrana. A mesma reducgéo foi observada
depois de 24 h de tratamento com H-89. Esses resultados reforcam a participacéo
da via do AMPc/PKA no desenvolvimento da oligodendroglia, incluindo a formacao
dos prolongamentos, suas ramificaces e ainda a formagéo dos véus de membrana,
com provaveis consequéncias na formacgéao e manutencao da bainha de mielina.

Palavras-chave: Oligodendrdcitos. Desenvolvimento. Via do AMPc/PKA. Proteinas

de mielina.



ABSTRACT

FELGUEIRAS, Luiz Otavio Ribeiro de Lemos. The modulation of AMPc/PKA pathway
changes the oligodendroglia morphology and proteins CNPase and MAG distribuition
in vitro. 2012. 68f. Dissertacao (Mestrado em Biociéncias) - Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2012.

Oligodendroglial differentiation depends on coordinated changes in the
cytoskeleton and on its relationship with the plasmatic membrane, a critical site
regarding the formation of the myelin sheath. 2°3’cyclic nucleotide 3’
phosphodiesterase (CNPase) is related to cytoskeleton modulation, anchoring
microtubules to the plasmatic membrane. In vitro, CNPase composes, together with
F-actin and microtubules, the vein-like structures or radial components in myelin
sheath. Myelin associated glycoprotein (MAG) is important to membrane vellum
formation and is associated with CNPase and tubulin. Besides, the AMPc/PKA
pathway can regulate these three proteins. In order to evaluate the effects of the
cAMP/PKA pathway modulation on oligodendroglial differentiation, cultures of
cerebral hemispheres were treated for 30 min or 24 h with the adenylyl cyclase
inhibitor SQ22536 — SQ [1 IM] or with its activator forskolin [10 IM], or with the PKA
inhibitor H-89 [1 IM]. Oligodendroglia was identified using anti-CNPase antibody as
also by morphology. At 30 min, the cells treated with forskolin showed bigger
processes and a shorter membrane vellum when compared to control cultures, the
treatment with SQ caused an increase in the processes length, the H-89 treatment
reduced the processes length and the membrane vellum. At 24 h, cultures treated
with forskolin showed few processes when compared to control cultures. Cultures
treated with SQ showed an increase in the processes length and after H89 treatment
oligodendroglial cells presented a reduction in the membrane vellum. We also
observed alterations in the distribution of CNPase, tubulin and MAG, the first showed
an increase in the distribution closest to nucleus in both periods of H-89 treatment,
the same pattern occurred for tubulin. The CNPase acquired a punctiform pattern
after 24 hours of treatment with both inhibitors. The MAG also showed an increase
closest to nucleus after 30 minutes of treatment with forskolin and SQ. The SQ
treatment also caused a reduction in the protein distribution to membrane vellum.
The same reduction is observed after 24 hours of treatment with H-89.These findings
reinforce a role for AMPc/PKA pathway in oligodendroglial differentiation including
the processes extension and arborization as also the formation of membranar vellum,
with possible consequences in the formation and maintenance of myelin sheath.

Keywords: Oligodendrocyte. Development. AMPc/PKA pathway. Myelin proteins.
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INTRODUCAO

O surgimento dos oligodendrdcitos mielinizantes no sistema nervoso central e
das células de Schwann no sistema nervoso periférico compde um grande avanco
evolutivo que permitiu a formagao de estruturas e desenvolvimento de fungdes mais
complexas. Aléem do embainhamento dos axdnios, que facilita a conducéo elétrica,
os oligodendrdcitos cumprem diversos papéis como o desenvolvimento correto de
neurbnios, manutencdo da integridade axonal e a participacdo em vias de
sinalizacdo com neurdnios. (Baumann & Pham-Dihn, 2001, Bergles et al., 2000, Lin
& Bergles, 2004). Foi del Rio Hortega quem introduziu o termo oligodendroglia em
1921, esta palavra passou entdo a identificar o grupo de células com as seguintes
caracteristicas: poucos prolongamentos, corpos celulares esféricos ou poligonais,
nacleos celulares que podem ser redondos, ovais ou ainda irregulares. Como o
ndcleo celular dos oligodendrdcitos geralmente se encontra excéntrico, uma grande
guantidade de citoplasma pode acabar se localizando em um polo da célula (Peters
et al., 1991). Quando comparados as outras células da glia, como os astrécitos, é
facil distinguir as células da oligodendroglia pela grande densidade do citoplasma e
do nucleo, a auséncia de fibrilas e glicogénio no citoplasma e a presenca de um
grande numero de microtabulos nos prolongamentos (Peters et al., 1991).

Os oligodendrdcitos formam prolongamentos que entram em contato com o
axbnio e o envolvem em um trecho (Bunge et al.,, 1962, Bunge, 1968), como
resultado é formada uma pilha de membranas fortemente ligadas entre si por suas
superficies citosdlicas e externas (Waxman, 2006). Uma uUnica célula é capaz de
envolver mais de 50 segmentos de axbnios, sendo que em um mesmo axonio,
diferentes segmentos pertencem a diferentes oligodendrécitos (Baumann & Pham-
Dihn, 2001).

Para que ocorra a mielinizagcdo € necessario que o oligodendroécito passe por
diferentes etapas durante a maturacao (Hardy & Reynolds, 1993, Pfeiffer et al.,
1993) e a diferenciacdo envolve a perda e/ou a aquisicao de alguns antigenos. As
células se tornam multipolares com varios prolongamentos primarios que passarao
por ciclos de arborizagcéo. Estes prolongamentos podem entrar em contato com 0s
axbnios e envolvé-los, formando assim a bainha de mielina (Peters et al., 1991,
Song et al., 2001; Bauer et al., 2009).
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Sobre o desenvolvimento da linhagem oligodendroglial, ela tem sua origem em
precursores mitoticos e migratorios da zona subventricular (SVZ), que passam a
progenitores e entdo diferenciam progressivamente em células pdos-mitéticas
produtoras de mielina. A expressao sequencial dos marcadores de desenvolvimento,
identificados por anticorpos especificos, divide a linhagem em diferentes estagios do
desenvolvimento (Hard & Reynolds, 1993, Hilton et al., 1995), caracterizados por
capacidade proliferativa, migratéria e grandes mudancas na morfologia.

Os progenitores de oligodendrdcitos migram grandes distancias pelo sistema
nervoso central antes de terminarem a sua diferenciagdo na forma de
oligodendrocitos mielinizantes (Small et al., 1987). Assim como ocorre com 0S
neurénios, a migracdo dos oligodendrécitos recebe a influéncia e o controle de
varias moléculas da matriz extracelular (ECM). A tenascina-C, por exemplo, é
expressa em grandes niveis na juncdo do nervo Optico com a retina em ratos, local
por onde os oligodendrécitos ndo migram, o que previne o acesso de células
mielinizantes as células da retina (Ffrench-Constant et al., 1988). Por isso, acredita-
se gue a tenascina-C possa ser uma barreira para os oligodendrécitos migratérios
neste local (Bartsch et al., 1994). Os progenitores também expressam um grupo
diferente de integrinas (Milner et al., 1996) que podem modular interacdes
especificas da célula com os componentes da matriz, como a trombospondina-1 que
pode estar envolvida na regulacdo da migracdo (Scoot-Drew & Frebcg-Constant,
1997).

Para identificarem o caminho a ser percorrido através da ECM produzida pelos
astrocitos e para regularem a extensdo dos seus prolongamentos 0s
oligodendrdcitos se utilizam de metaloproteinas (MMP). O aumento nos niveis de
MMPs em tecidos ricos em oligodendrdcitos e mielina ocorre justamente quando ha
também o aumento poés-natal da mielinizacdo. In vitro, os oligodendrdcitos de
camundongos que nao expressam MMP-9 apresentaram um retardo na formacao
dos seus prolongamentos (Oh et al., 1999). Além disso, inibidores de MMP causam

a diminuicdo dos prolongamentos dos oligodendrécitos (Uhm et al., 1998).
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Estagios de desenvolvimento do oligodendrécito

Como a diferenciacédo dos oligodendrécitos no SNC ocorre de forma tardia, o
desenvolvimento desse grupo de células sofre a influéncia de diferentes sinais que
podem ser oriundos dos diversos tipos celulares, pois todos secretam moléculas
especificas que atuam como moléculas de sinalizacédo para as células vizinhas. Os
neurénios, por exemplo, liberam o Fator de Crescimento Glial (GGF), os astrocitos
por sua vez liberam o Fator de Crescimento de Fibroblasto Basico (bFGF) e ambos
liberam o Fator de Crescimento de Hepatdcitos (HGF) e o Fator de Crescimento
Derivado de Plaquetas (PDGF). PDGF e bFGF séo fatores que atuam na regulacéo
da proliferacdo de células precursoras de oligodendrécitos (OPC), iniciacdo do
crescimento de prolongamentos primarios e a migracdo celular dependente de Ca?*
(Simpson & Armstrong, 1999). Estes fatores sdo capazes ainda de inibir a
diferenciacéo celular.

Ao longo da migracdo, os precursores formam multiplos prolongamentos que
analisam e exploram o local onde a célula se encontra. Em resposta aos estimulos
recebidos do meio, a célula podera continuar a migrar, proliferar ou terminar a sua
diferenciacdo, com as células passando de OPCs para progenitores e depois células
pos-mitéticas produtoras de mielina (Miller, 2002), iniciando assim, o processo de
mielinizacao (Kirby et al., 2006).

Em roedores, os progenitores de oligodendrocitos sdo caracterizados pela
morfologia bipolar e pela presenca de marcadores especificos como glicolipideos e
condroitina sulfato proteoglicano (Hardy & Reynolds, 1991, Fredman et al., 1984,
Nishiyama et al., 1996). Estudos in vitro e in vivo através de técnicas de transplante
mostraram que as ceélulas eram capazes de proliferar ativamente e também
possuiam propriedades migratérias (Curtis et al., 1988, Baron-Van Evercooren et al.,
1996, Espinosa de Los Monteros et al., 1993, Lachapelle F et al., 1983).

Entre os marcadores de progenitores, temos: gangliosideos de superficie
identificados pelo anticorpo A2B5 (Raff, 1989); o receptor alfa do fator de
crescimento derivado de plaquetas, PDGFRa (Hart et al., 1989; Decker & ffrench-
Constant, 2004); os proteoglicanos sulfatados (NG2) (Nishiyama, et al., 1996), que
aparecem logo depois do PDGFRa e se co-localizam com este tanto in vivo quanto

in vitro (Nishiyama et al., 1996); a forma embrionéria polisialilada da molécula de
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adesdo celular neural (PSA-NCAM); a nestina, uma proteina que distingue linhagens
de células neuroepiteliais (Lendahl et al., 1990); e o RNAm da 2’,3’ nucleotideo
ciclico 3’fosfodiesterase (CNPase), que € o primeiro marcador protéico especifico de
oligodendradcito a surgir.

No SNC de mamiferos, os progenitores se dispdem pelos tratos das fibras
onde sera formada a substéncia branca e entdo se desenvolvem o0s pré-
oligodendrocitos. Estas células passam a ter mais prolongamentos, continuam
tendo capacidade proliferativa, apresentam o marcador O4 (Sommer and
Schachner, 1981) e também o antigeno pré-oligodendroblasto (POA). Nesta etapa
do desenvolvimento, as células ficam menos méveis (Orentas & Miller, 1996) ou até
mesmo pos-migratérias (Pfeffer et al.,, 1993), e deixam de apresentar resposta
mitogénicas ao PDGF (Gao et al., 1998, Hart et al., 1989, Pringle & Richardson,
1993). Entdo, os pré-oligodendrdcitos se tornam oligodendrécitos imaturos. Em
ratos, essas células sdo caracterizadas pelo surgimento do antigeno
galactocerebrosideo (GalC), pelas perdas da expressao dos antigenos gangliosideo
9-O-acetil (GD3) e poligangliosideo de superficie (A2B5) na superficie celular (Raff,
1989), e pela perda da PSA-NCAM (Fewou et al., 2007).

Existem alguns estagios que caracterizam o oligodendrécito maduro, como o
aparecimento da proteina basica de mielina (MBP), a troca da expressdo do DM-20
pela isoforma PLP, que é um sinal do comeco do processo de mielinizacao (Kidd et
al., 1990, Trapp et al., 1997), o surgimento da glicoproteina de oligodendrdcito e
mielina (MOG) (Solly et al., 1996), da proteina bésica de oligodendrdcito associada a
mielina (MOBP) (Holz et al., 1996) e da glicoproteina associada a mielina (MAG),
que serd discutida em detalhes mais adiante. Haver4d ainda a perda de
prolongamentos que nédo se ligarem a algum axénio (Hardy & Friedrich, 1996); isto
permitira que o numero de oligodendrocitos existentes seja 0 necessario para que o
processo de mielinizacdo ocorra de forma satisfatoria (Barres & Raff, 1999).

Como os oligodendrocitos maduros migram menos, a prevencdo da
diferenciacdo prematura da linhagem oligodendroglial é fundamental para garantir
que os progenitores de oligodendrécitos cheguem ao local correto da maturacao
celular. O término da maturacao é realmente prevenido por varios mecanismos de
inibicdo, capazes de regular a localizacéo e a extensdo da oligodendrogliogénese,

restringindo a especificacdo das células precursoras de oligodendrécitos e a sua
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diferenciacéo (See & Grinspan, 2009). Uma via responsavel por esta regulacéo € a
via da Notch (Shrager & Novakovic, 1995).

Durante a diferenciacdo, ocorre a perda de antigenos de superficie ou
intracelulares, a aquisicdo de novos antigenos, além da expansao e alongamento de
diversos prolongamentos que interagem com ax0nios e sdo capazes de formarem
membranas mielinizantes (Hardy & Reynolds, 1993; Baumann & Pham-Dinh, 2001).
A figura 1 resume as mudancas morfolégicas e a aquisicdo de marcadores

fenotipicos ao longo da linhagem oligodendroglial.

Figura 1- Esquema representativo da classificacdo morfoldgica nas diferentes fases
de maturacéo oligodendrocitica

’ - —»%x-» %- @

P OPC PO 10 M
PSA-NCAM A2B5 04 Galc MBP
NESTINA NG2 A2B5 04 PLP/DM-20
PDGFR-a PDGFR-a NG2 DM-20 MOG
DM-20 DM-20 CNPase Olig1/2 04
CNPase CNPase PDGFR-a Sox 10 GalC
Olig1/2 Olig1/2 DM-20 Nkx2.2 CNPase
Sox 10 Olig1/2 Olig1/2
Sox 10 Sox 10
Nkx2.2 Nkx2.2

Legenda: P — precursor; OPC - célula progenitora de oligodendrécitos; PO - pré-oligodendrdcito; 10
- oligodendrécito imaturo; M - oligodendrécito maduro com véus de membrana.
Nota: Seguem listadas as proteinas expressas em cada estagio especifico (em preto), os RNA
mensageiros (em cinza) e os fatores de transcricdo (em vermelho).
Fonte: Adaptado de Younes-Rapozo 2009.

Andlises in vitro sugerem que a maturacédo dos oligodendrécitos do estagio de
precursor para célula madura em cultura € idéntica ao in vivo, mesmo na auséncia
de neurdnios. Sugerindo assim que a capacidade dos progenitores de
oligodendrocitos em se diferenciarem em oligodendrécitos maduros € intrinseca da
linhagem (Temple & Raff, 1986). Na auséncia de neurbnios, os oligodendrocitos séo
capazes de formar uma membrana semelhante a mielina (Sarlieve et al., 1983).
Porém, em co-culturas com neurdnios, a expressao de genes de mielina como plp,

mbp e mag aumentam (Macklin et al., 1986, Matsuda et al., 1997). J& a presenca da
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MOG mantém a relacdo com os estagios mais tardios de desenvolvimento do
oligodendrdcito (Solly et al., 1996).

Ja em relacdo a geracdo das células, os oligodendrdcitos possuem diferentes
origens que estdo relacionadas aos diferentes estagios do desenvolvimento neural
do individuo. Em mamiferos nas etapas tardias da gestacdo e em periodos precoces
pés-natais, podem ser encontrados na zona subventricular (SVZ), a maior fonte de
astrocitos, que podem se originar também da glia radial, e de oligodendrdcitos. A
maturacdo desses dois tipos celulares acontece em sua grande maioria em periodos
precoces pos-natais (Baumann & Pham-Dihn, 2001). No cértex de mamiferos, tanto
neurbnios quanto a glia tém origem nas células neuroepiteliais do ventriculo
telencefélico e na SVZ (Doetsch et al., 1997). A SVZ € um conjunto de precursores
de linhagem restrita ou multipotentes (Levison & Goldman, 1993) e varios fatores
irdo influenciar no destino, escolha e sobrevivéncia de todas as células (Jensen &
Raff, 1997). Acredita-se que mesmo apos o final do desenvolvimento, a via da Notch
ajude a manter células-tronco e precursores em tecidos adultos, impedindo que
estas células se diferenciem, deixando em aberto a possibilidade de que novas
células sejam geradas para renovacdo ou em tecidos danificados (Artavanis-
Tsakonas et al., 1995). Como através da adicdo de fatores tréficos as condigbes do
ambiente podem ser fornecidas in vitro, as células gliais, quando se diferenciam,
apresentam uma plasticidade consideravel ao longo da linhagem, o que nédo é
observado in vivo (Skoff, 1990).

Mielinizacao

No sistema nervoso de humanos, a mielinizagdo comeca na segunda metade
da vida fetal na medula espinhal e se completa apds o nascimento até cerca de 2
anos de idade, tendo o seu pico de mielinizacdo durante o primeiro ano apos o
nascimento (Peters et al., 1991). A mielinizacdo pode continuar até os 20 anos de
idade em algumas fibras corticais, principalmente nas areas associativas. Em
roedores, se inicia no periodo pos-natal e pode se prolongar, como no caso do corpo
caloso, pelo menos até os 90 dias pos-natal. A formacao da mielina geralmente tem

origem perto do corpo celular e avanca ao longo do axénio em direcdo a sua
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terminacdo(Yakovlev & Lecours, 1966). A quantidade total de mielina no SNC
aumenta do nascimento a maturidade e algumas fibras individuais tornam-se muito
mais mielinizadas durante o periodo de crescimento (Peters et al.,, 1991). No
cérebro, a mielinizacdo ocorre caudorostralmente, enquanto na medula espinhal
ocorre rostrocaudalmente (Yakovlev & Lecours, 1966).

Para que o processo de mielinizagdo ocorra, aléem do processo migratério do
oligodendrdcito, é necessaria a ligacao dos prolongamentos do oligodendrécito com
0 axobnio, a espiralacdo do prolongamento ao redor do axénio, com um namero de
membranas ja pré-determinado e o reconhecimento de espacos ndo mielinizados
que formaréo os nddulos de Ranvier (Baumann & Pham-Dihn, 2001).

Ainda existem lacunas no que se refere ao que define se um axbénio sera
mielinizado ou ndo. Um dos fatores seria a espessura do axbnio, em geral &
necessario um calibre minimo em torno de 1um. Uma possivel razdo para isso € o
fato de que a conducédo saltatéria pode ndo ser tao efetiva em axdnios com calibres
pequenos. (Sherman & Brophy, 2005). O axénio escolhido ndo € mielinizado em
todo seu comprimento a0 mesmo tempo, isto nos permite inferir que existam outros
fatores além do diametro que definam quando o axénio sera mielinizado ou nao
(Suzuki & Raisman, 1994). Mas é sabido que um Unico oligodendrécito amadurece
todos os seus prolongamentos ao mesmo tempo e em um mesmo comprimento (Butt
& Ranson, 1989). Evidéncias demonstraram que no nervo optico de ratos, o controle
da diferenciacdo dos oligodendrécitos e da mielinizacdo é realizado pela via da
Notch (Baumann & Pham-Dihn, 2001), a mesma via responsavel por manter células-
tronco para reserva.

E possivel que o axénio tenha participacdo no controle da regulacdo da
espessura da bainha de mielina, ja que um oligodendrécito € capaz de mielinizar
varios axénios com diferentes tamanhos, formando bainhas mais grossas ao longo
de axdnios mais grossos (Waxman & Sims, 1984). Isto indica que de alguma
maneira 0 axbénio controle o numero de lamelas formadas. Como a quantidade de
mielina produzida por um oligodendrdcito pode variar bastante, um numero pequeno
de oligodendrécitos ndo indica necessariamente uma pouca quantidade de mielina
(Skoff & Guandour, 1995).

Este processo exige dos oligodendrécitos uma grande capacidade de sintetizar
membranas em um tempo especifico, correto para cada espécie e regido do SNC

(Schwab & Schnell, 1989). Para se ter a idéia de como este processo € regulado, as
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etapas da mielinizacdo sdo tdo precisas que a idade do feto pode ser definida
apenas observando quais etapas da mielinizacdo ja foram cumpridas. Isto sugere
gue ha mecanismos de sinalizacdo regulando ndo so6 as etapas da diferenciacéo do
oligodendrocito, mas também o processo de mielinizacdo em si (Baumann & Pham-
Dihn, 2001).

Mielina

A bainha de mielina, quando comparada com as membranas plasmaticas de
outras células eucarioticas, € uma das que possui a maior porcentagem de lipideos,
algo entre 73% e 81% da massa seca (Chrast et al., 2011), sendo o colesterol um
dos principais constituintes dela. Camundongos com oligodendrdcitos incapazes de
sintetizar colesterol apresentaram um atraso na mielinizacdo (Saher et al., 2005).

A sua composicao rica em lipideos e a proporcionalmente baixa porcdo de
agua permite o isolamento elétrico dos ax6nios. Ja a sua composicao fragmentada
permite a conducao saltatoria do impulso nervoso. Essas caracteristicas acabam por
tracar as trés principais vantagens que a mielina forneceu aos vertebrados: a alta
velocidade da conducédo do impulso nervoso, a fidelidade da transferéncia do sinal
em longas distancias e a economia de espaco (Baumann & Pham-Dihn, 2001,
Hartline, 2008).

A biogénese da mielina requer uma grande remodelagem da membrana
plasmatica do oligodendrdcito, sendo necessario o controle progressivo e bem
coordenado de cada fator relacionado. A sintese da maioria dos componentes da
mielina tem inicio quando as células precursoras de oligodendrocito se transformam
em oligodendrécitos pré-mielinizantes (Chrast et al., 2011), ou seja, quando a célula
ja apresenta um comprometimento com a linhagem oligodendroglial. A bainha de
mielina € uma das membranas mais estudadas em mamiferos ndo s6 pela sua
importancia, mas também pela sua abundancia e pelo facil isolamento de fragdes de
mielina enriquecidas (Sherman & Brophy, 2005). E formada pela exclusdo do
citoplasma dos prolongamentos dos oligodendrécitos apés o contato com o axdnio
(Baumann & Pham-Dihn, 2001). Isto leva a crer inclusive que o axénio determine

guando o oligodendrdcito comecga a sintetizar as proteinas de mielina, mas néo foi
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ainda encontrado nada que possa ser identificado como o regulador desse processo
nos axoénios (Chrast et al., 2011). E a maioria dos estimulos oriundos do axdénio
identificados é inibitéria a formacéo da bainha (Piaton et al., 2010, Taveggia et al.,
2010).

Ainda sobre a formacdo da mielina, os fatores intrinsecos que promovem a
expressao génica dos genes relacionados a mielina sdo muito complexos. Existindo
uma variedade de fatores, como Sox5/6, Hes5 e 1d2/4, que previnem 0s precursores
de oligodendrécitos de entrarem nas etapas finais de diferenciacdo (Emery, 2010).
Existem ainda fatores que regulam a expressdo dos genes de mielina em
oligodendrdcitos pés-mitéticos, como o fator regulatério do gene da mielina (MRF)
gue aparenta ter papel importante na biogénese da mielina, sendo necesséario para a
expressao dos genes de mielina, mas ndo para a especializacdo ou diferenciacéo
das células em si (Emery et al., 2009). Estudos em culturas de oligodendrécitos
mostraram que a expressao da maioria dos componentes estruturais da membrana
de mielina ndo € induzida ao mesmo tempo, sendo as diferentes expressdes
ativadas progressivamente com a maturidade celular (Chrast et al., 2011).

A mielina é formada por um grupo de camadas empilhadas umas sobre as
outras de maneira uniforme. Possui uma estrutura caracteristica que alterna
camadas eletro-densas e leves, ambas concéntricas e que se revezam entre si. A
primeira € formada pela superficie da membrana expandida pelos oligodendrocitos,
a segunda é formada pelos dois folhetos externos, formando a linha intraperiddica
(Baumann & Pham-Dihn, 2001).

Os axonios sao envolvidos pela bainha de mielina, mas existem espagos onde
nao ha esta capa envolvendo-o, formando assim os Nodulos de Ranvier. Sao esses
espacos “nus” em companhia com 0s espa¢os mielinizados os responsaveis pela
condugdo saltatoria do impulso nervoso. Como a mielina é encontrada
exclusivamente em vertebrados, ela acaba sendo considerada como um
componente importante na evolugdo das fungdes nervosas mais complexas
(Sherpherd, 1988).

Nos nodulos de Ranvier esta localizada a maquinaria necessaria para a
propagacéo dos potenciais de acéo, incluindo uma grande concentracdo de canais
de sddio voltagens dependentes (Sherman & Brophy, 2005). Isso, associado ao fato
da bainha de mielina tem grande resisténcia elétrica e pouca capacitancia

(Sherpherd, 1988), permite que o impulso siga pela fibra até o préximo nédulo e a
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bainha de mielina assegura que a despolariza¢do ocorra apenas nos nodulos. Como
resultado, a conducédo pelo axbnio é rapida e saltatoria, do latim saltare significando
pular. Evidéncias tém mostrado que a juncdo axo-glial paranodal ndo é essencial
para a formacdo dos ndédulos, mas que provavelmente auxilie na manutencéo do
conjunto formado pelos componentes dos ndédulos no axénio maduro (Sherman &
Brophy, 2005).

A compactacao entre as camadas € justa resultando em uma periodicidade de
12 nm. Dentro de cada segmento de mielina existem pequenas regides de mielina
nao-compacta chamadas de algas internas e algas externas e paranodais (Figura 2).
Cada segmento de mielina nos axbnios mede aproximadamente 150 pm,
interrompidos apenas por pequenos espacos, 0s nddulos de Ranvier, que possuem
uma grande densidade de canais de sédio (Aggarwal et al., 2011).

A organizacdo espacial da bainha de mielina ndo é regulada por informacdes
genéticas, mas sim por interacdes epigenéticas dos produtos de diferentes genes
(Aggarwal et al., 2011). Existem dois tipos de sistemas basicos de organizacdo, o
sistema estatico e o sistema dinamico (Misteli, 2008, Whitesides & Grzybowski,
2002). Aqui daremos atencdo apenas ao primeiro sistema que € o utilizado pela
bainha de mielina. O sistema estatico se utiliza de interacbes de componentes que
estdo em equilibrio termodindmico e, assim, estdo em um estado estatico de
utilizacdo minima da energia, ndo havendo a geracdo de entropia. Neste sistema, 0s
componentes estdo livres e acham sua posicdo baseando-se no balanco de forcas
de atracédo fracas e forcas de repulsdo (Aggarwal et al., 2011). No sistema nervoso
central, a mielina possui meia-vida da ordem de véarias semanas a meses (Saher&
Simons, 2010).



Figura 2 - Esquema do oligodendrdcito e sua bainha de mielina

TRENDS in Cell Bology

Nota: A mielina € mostrada desenrolada. Ao topo: Micrografia eletrbnica mostrando uma
seccdo longitudinal da mielina compacta (direita) e as al¢as paranodais (esquerda).

Tradugdo:  Paranodes-Paranodos; Internodes-Internodos;  Myelinated  axon-Axdnio
mielinizado; Cell body-Corpo celular; Node of Ranvier-Nédulos de Ranvier; Outer
loop-Alca externa; Compact myelin-Mielina Compacta; Lateral loop-Alca
lateral;Longitudinal incisure-Incisuras longitudinais;Axon-Axé6nio; Inner loop-Alca
interna.

Fonte: Aggarwal, 2011.
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Proteinas constituintes da mielina

As proteinas compdem 30% do peso seco da mielina (Campagnoni & Macklin,
1988) e sdo componentes especificos de mielina e de oligodendrécitos. A MBP e a
PLP, com sua isoforma DM-20, sdo as principais proteinas da mielina em termos de
guantidade, sendo responsaveis por 80% do total de proteinas (Baumann & Pham-
Dihn, 2001). E importante ressaltar a presenca ainda da CNPase, responsavel por
4% do total de proteinas, € o marcador protéico mais precoce de oligodendrdcitos
(Amur-Umarjee et al., 1990, Barradas et al., 1995, Barradas et al., 1998). A atividade
desta proteina ndo foi demonstrada apenas no SNC, mas também no baco, pulméo,
figado, eritrécitos, linfécitos e plaquetas. Contudo, a presenca do seu substrato ndo
foi confirmada nos diferentes tecidos aonde a proteina € encontrada, por isso a
atividade enzimatica da CNPase é questionada (Tsukada & Kurihara, 1992).

Existem duas isoformas dessa proteina com seus pesos estimados em 46 kDa
para a CNPasel e 48 Kda para a CNPase 2 (Sprinkle, 1989). A CNPase2 possui 20
aminoacidos a mais na sua composicao e ambas tém origem do splicing alternativo
do mesmo gene e sao formadas a partir do RNAm para CNPase2 (Tsukada e
Kurihara, 1992). As duas isoformas podem ser geradas tanto in vitro como in vivo e
isso se da pela utilizagdo de dois “cédons” de iniciacdo da CNPase 2, o primeiro
coédon esta relacionado com a propria CNPase2 e o outro com a CNPasel.

A CNPase também atua no crescimento dos prolongamentos dos
oligodendrdcitos, induzindo a reorganizacéo precoce das proteinas de citoesqueleto.
Em estagios avancados de desenvolvimento do oligodendrécito, a CNPase se
localiza nas por¢des de mielina ndo compacta, como as al¢as paranodais, e atuam
na manutencédo da bainha de mielina através da ligacdo com dimeros de tubulina e
na polimerizacdo de microtubulos (Bauer et al., 2009). O padréo de distribuicdo
dessa proteina muda durante o processo de diferenciagdo da oligodendroglia.
Inicialmente ela se encontra distribuida na face interna da membrana plasmaética,
formando com actina e tubulina o esqueleto sub-membranoso (Dyer, 2002).

No estagio seguinte do desenvolvimento, as isoformas da MBP sdo expressas
e localizadas em dominios entre as redes de microtubulos (Brophy, 1992; Dyer,
2002). A caracteristica hidrofébica da MBP propicia a forte interacdo desta com

fosfolipideos de membrana, deslocando a CNPase. A CNPase entdo, migra de
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regides com MBP para as estruturas microtubulares semelhantes a nervuras, assim
as nervuras de citoesqueleto possuem uma parte central de microtibulos envolto
pela CNPase onde os filamentos de actina estéo ligados e agrupados em forma de
feixe (Dyer et al., 1997). Assim, 0 segundo estagio de desenvolvimento da bainha
parece resultar na compactacdo de regides da bainha de mielina contendo MBP,
com o fluido permanecendo nas estruturas de citoesqueleto semelhantes a nervuras
(incisuras de Schmidt-Lanterman). O estagio final de desenvolvimento da bainha de
mielina in vivo ocorre quando o fluido nas “nervuras de citoesqueleto” € perdido, e a
juncdo dos dominios MBP acontece. ApOs esses eventos, somente uma pequena
quantidade de fluido, nas incisuras Schmidt-Lanterman e nas algas interna e
externa, permanece na mielina (Dyer, 2002). A figura 3 representa o modelo
proposto por Dyer (2002) de associacdes das principais proteinas de
oligodendrocitos/mielina durante o desenvolvimento da mielinizacao in vitro.

Essas relagbes com as proteinas de citoesqueleto torna a CNPase uma das
constituintes do complexo molecular capaz de regular e modular a expansao e
migracdo da membrana do oligodendrdcito. Ja foi demonstrado que este complexo é
funcionalmente ativo antes e durante o processo de formacdo da mielina in vivo. A
interacdo com outras proteinas e a translocacdo para a membrana sao favorecidas
pelo fato da CNPase ser isoprenilada (Bifulco, 2005; Lee et al., 2005; Esposito et al.,
2008).
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Figura 3 - Representacdo esquematica de um modelo proposto de desenvolvimento

da mielina em culturas de oligodendrdcito
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Nota: Os diagramas acima mostram representacdes de corte transversais das folhas de membrana
representando a distribuicdo dos elementos em cada fase. Na fase 1 somente esta presente a
CNPase, disposta de maneira homogénea pela folha de membrana. Na fase 2, a MBP
aparece distribuida em dominios de membrana, juntamente com a PLP. A CNPase é
deslocada para as chamadas estruturas semelhantes a nervuras, que contém fluido
citoplasmatico e microtibulos. A fase 3 representa a estrutura da bainha compactada, a
maioria do fluido citoplasméatico € expulso. A CNPase permanece nas estruturas
semelhantes a nervuras. Ao lado de cada diagrama, segue microfotografias com aumento de
1000x de oligodendrdcitos imunoreagidos com o anticorpo anti-CNPase, representando cada
fase de diferenciacdo — Fase 1 (progenitores de oligodendrdcitos com 3 dias in vitro em meio
definido para oligodendrécitos); fase 2 (pré-oligodendrécito com 7 in vitro : observar as
estruturas semelhantes a nervuras); fase 3 (oligodendrécito maduro com 10 dias in vitro: notar
0s véus de membrana pouco marcados com o anticorpo anti-CNPase, que se concentra mais
nos chamados componentes radiais).

Fonte: Adaptado de Dyer, 2002.
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Contudo, existem varias outras proteinas que constituem a mielina e uma
delas € a MAG, que se apresenta em menor quantidade, cerca de 1% do total de
proteinas existentes. Essa proteina apresenta dois dominios: um transmembrana e
um extracelular contendo cinco dominios com homologia interna semelhante a
dominios de imunoglobulinas (Salzer et al., 1987).

No SNC de ratos adultos, a MAG esta localizada ao redor do axdnio na
bainha de mielina (Trapp et al., 1989). No SNC de camundongos knock-outs para
MAG, a mielina se formou com poucas alteracdes. Um defeito surgido foi a nao
formacdo do colar citoplasmatico ao redor do axbénio na maioria das bainhas,
justamente no local onde a MAG se localiza. Além disso, as bainhas de mielina
apresentavam organelas citoplasmaticas entre as lamelas e isto é indicativo que
tenha ocorrido um atraso ou o bloqueio da compactacdo da mielina. Axdénios
também foram mielinizados mais de uma vez na mesma regido, sugerindo que a
MAG tenha o papel de ajudar os prolongamentos dos oligodendrdécitos a reconhecer
axbnios mielinizados ou nédo (Li et al., 1994, Montag et al., 1994). A MAG é expressa
apenas em células mielinizantes, sendo enriguecida nas membranas da mielina em
contato direto com o axbnio (Trapp & Quarles, 1982). A MAG também esta
relacionada com a inibicdo do crescimento de neuritos e com a regeneracao do SNC
depois de uma leséo (Qiu et al., 2000, Filbin, 1996).

Duas isoformas da MAG foram identificadas: a de peso molecular maior
(large) L-MAG e a de peso molecular menor (small) S-MAG, pesando 72 e 67 kDa,
respectivamente (Frail et al., 1985, Salzer et al., 1987). Ambas possuem dominios
extracelulares e transmembrana idénticos, diferindo apenas no dominio
citoplasmatico, essa diferenca corresponde ao splicing alternativo do exon 12 de
uma unica copia de RNA. Estudos descrevem que a L-MAG € expressa antes na
mielinizacdo de roedores e € predominante na mielina do SNC, enquanto a S-MAG é
predominante no SNP (Frail et al., 1985). Essas diferencas podem explicar os
fendtipos distintos apresentados pelos animais totalmente nulos e deficientes para L-
MAG, indicando que o dominio citoplasmatico da proteina € importante para a
mielinizacdo correta do SNC, mas ndo do SNP (Fujita et al., 1998). Em humanos a
distribuicio da L-MAG predominantemente no SNC e da S-MAG
predominantemente no SNP também ja foi demonstrada (Miescher et al., 1997).

Acredita-se que a L-MAG possa agir como receptor e isso é reforcado pela

sua participacdo na ativacao da tirosina cinase Fyn (Umemori et al., 1994), pelo seu
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sitio de fosforilacdo da tirosina (Jaramillo et al., 1994) e por sua interacdo com a
proteina de ligacdo do célcio S100-beta (Kursula et al., 1999). Ja a S-MAG tem o
papel de molécula de adesédo que liga a superficie axonal com o citoesqueleto do
oligodendradcito, isso se da pelo fato dessa isoforma interagir com a tubulina e com
0s microtubulos (Kursula et al., 2001). Experimentos in vitro demonstraram que a
MAG estimula o crescimento de neuritos em neurbnios em estagios precoces de
desenvolvimento, mas inibe esse mesmo crescimento em estagios mais maduros do

desenvolvimento de neurdnios (Mukhopadhyay et al., 1994; DeBellard et al., 1996).

Polarizacao celular

Com o comeco da sintese da mielina, os oligodendrécitos precisam se
organizar para enviar diferentes componentes para bainha de mielina em
desenvolvimento. Durante este processo as células entram em um impressionante
processo de polarizacao (Chrast et al., 2011). Este processo também é decisivo para
a grande variedade de funcdes que sdo importantes para o desenvolvimento,
funcionamento e regeneragao de neuronios (Etienne-Manneville, 2008). Mesmo em
culturas de oligodendrécitos sem a presenca de neurdnios, as células assumem uma
morfologia assimétrica e formam grandes véus de mielina que nao possuem
elementos citosélicos e tém composicdo semelhante a mielina compacta, tendo a
MBP papel importante neste processo (Aggarwal et al., 2011).

A polaridade celular € fundamental para diversas atividades, como divisbes
assimétricas, migracbes e outras funcdes altamente especializadas de células
diferenciadas, como as epiteliais e os neurdnios (Martin-Belmonte & Mostov, 2008,
Dow & Humbert, 2007, Arimura & Kaibuchi, 2007, Krummel & Macara, 2006). Se nao
todos, grande parte dos tipos celulares polarizam em algum momento da existéncia
da célula, seja para se dividir assimetricamente, se diferenciar ou ainda para
desenvolver alguma atividade especifica. Sua definicdo se da quando a organizagao
intracelular se encontra assimétrica ao longo de um eixo de polaridade. O eixo
ndcleo-centrossomo, elementos de citoesqueleto, os aparatos de Golgi e o trafego
de vesiculas se encontram ao longo desse eixo (Siegrist & Doe, 2007, Higginbotham

& Gleeson, 2007). Isto resulta em uma distribuicéo polarizada das proteinas, RNAs e
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componentes de membrana, essenciais para as fungbes celulares de células
polarizadas, como a propagacéo dos potenciais de acdo nos neurdnios, migragao de
astrocitos, mielinizacdo dos axénios pelos oligodendrécitos e células de Schwann
(Etienne-Manneville, 2008).

Ainda sobre as atividades dependentes da polaridade celular, temos a
polaridade baso-apical das células epiteliais e a da migracdo dos leucocitos através
de gradientes quimiotaxicos. Os mecanismos moleculares dessas atividades foram
bem descritos, sendo caracterizadas proteinas fundamentais para polaridade e que
foram conservadas evolutivamente como as proteinas Par e as Rho GTPases
(Assemat et al., 2008, Charest & Firtel, 2007, Goldstein & Macara, 2007). Além
disso, evidéncias tém mostrado que este grupo de proteinas também possui papel
fundamental nas fungdes de células da glia polarizadas (Etienne-Manneville, 2008).

Em neurdnios, o eixo polarizado € evidente devido a morfologia polarizada da
célula com os dendritos claramente discerniveis do axénio. J& os astrocitos e
oligodendrdcitos geralmente formam numerosos prolongamentos irregulares que
irdo interagir com outros tipos celulares do sistema nervoso central. Além dessa
diferenga marcante causada pela morfologia celular, as células gliais polarizam para
cumprir suas funcdes. Dentre as diversas funcdes da glia, especialmente a
mielinizagédo, que depende de interagdes com matriz extracelular e do envolvimento
dos axdnios pelos prolongamentos embainhantes/mielinizantes, € uma funcédo onde

a polaridade celular desempenha papel de extrema relevancia.

Vias de sinalizacao intracelular

As células necessitam das informacdes extracelulares para conseguirem se
adaptar e se desenvolver, mas para isso essas informagbes precisam ser
convertidas em respostas intracelulares. Isto pode resultar em reprogramacao da
expressdo génica, estabilidade do RNAm ou tradugéo protéica. Esta atividade se
utiliza de uma rede de cascatas de sinalizacdo interconectadas, com as proteinas
cinases sendo elementos chave. Muitas doengas tem o0 seu comego em alteragbes

das vias de sinalizacéo, incluindo aterosclerose, diabetes e cancer. Por esta razéo,
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as proteinas cinases e outras enzimas relacionadas as vias de sinalizacdo se
tornaram alvos para o desenvolvimento terapéutico (Palacios et al., 2007).

Younes-Rapozo e colaboradores demonstraram em 2009 que a inibicdo da via
da proteina cinase ativada por mitdgenos e cinase regulada por sinal extracelular
(MAPK/ERK) em oligodendrocitos in vitro causa alteragcbes morfoldégicas nos
oligodendrocitos e no desenvolvimento celular. ApGs o tratamento com PD98059, as
células apresentaram um aumento no niumero de células com morfologia imatura e
ainda um aumento de células com morfologia arredondada e sem prolongamentos.
Na oligodendroglia, esta via é importante tanto para a sobrevivéncia como para
progresséo da diferenciagéo (Bhat & Zhang, 1996; Baron et al., 2000; Colognato et
al., 2002; Laursen & ffrench-Constant, 2007). Um dos alvos da via da ERK durante a
diferenciacdo € a proteina de ligacdo ao CREB, um fator chave comumente
envolvido no crescimento celular em resposta a fatores de crescimento e implicado
na expressdo de genes relacionados a mielina (Baron et al., 2000; McNulty et al.,
2001; Bhat et al., 2007).

E sabido que a ativacédo da via da MAPK/ERK pode ser regulada pela PKA
(proteina cinase dependente de AMPc), pois a PKA é fortemente, porém
transitoriamente, ativada pelo desadecdo celular. Quando esta atividade é inibida
pode ocorrer 0 atraso da inativacdo de certas proteinas ativadas por adesao celular
como a cinase ativada por p21 (PAK), a cinase de adeséao focal (FAK), paxilina e da
ativacdo da ERK (Howe et al., 2000). Muitos aspectos da atividade da FAK e da
PAK, assim como a integridade do citoesqueleto de actina, podem ser regulados
pela PKA (Figura 4) para que ocorra a ativagdo da ERK em resposta a sinais de
adeséao (Aplin & Juliano, 1999; Howe et al., 2002).
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Figura 4 - Representacdo esquematica da interacao entre as vias da MAPK/ERK e
do AMPc/PKA
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Fonte: FELGUEIRAS, 2011.

A via do AMPc/PKA

A regulacédo diferencial e a distribuicdo distinta nos tecidos das diferentes
isoformas da adenilato ciclase permitem a estas enzimas integrar e interpretar sinais
celulares frequentemente opostos, tornando-as enzimas chave de suas vias de
sinalizacao (Scholich et al., 1999, Patel et al., 2001, Scholich et al., 2001, Pierre et
al., 2004), como a via do AMPc/PKA, por exemplo. A adenilato ciclase é constituida
por uma pequena e variavel terminacdo amino, seguida por um par (M1 e M2) de
seis porg¢des transmembrana e dois dominios citoplasmaticos formadores do sitio
catalitico de aproximadamente 40kDa cada (C1 e C2) (Tang et al., 1995, Tesmer et
al., 1997, Tesmer et al., 1999). A estrutura terciaria dos dominios citoplasmaticos é
qguase idéntica e, juntas, formam uma enzima pseudossimétrica (Tesmer et al., 1997,
Zhang et al., 1997).
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A identificacdo de estruturas cristalizadas, aliada a dados bioquimicos
(Dessauer et al., 1997), mostrou que o ATP se liga a um dos dois sitios de ligacéo,
pseudossimétricos, na interface C1-C2. A porc¢ao catalitica desta enzima inclui um
subsitio ligante a purina derivado do dominio C2 que gera residuos que se liga
especificamente a adenina do substrato (Pierre et al., 2009). E esta ligagdo do ATP
com a adenilato ciclase que formara o monofostato de adenosina ciclico (AMPCc).

O AMPc é um segundo mensageiro importante no desenvolvimento e
proliferacéo celular. Em mamiferos ele € o resultado da ativacdo de nove moléculas
de adenilato ciclase ligadas a membrana e uma solavel, todas com diferentes
padrées de regulagem e de expressao (Pierre et al., 2009). O AMPc também tem
influéncia no desenvolvimento do oligodendrécito (McMorris, 1983; Raible &
McMorris, 1989, 1990, 1993; Sato-Bigbee & De Vries, 1996; Afshari et al., 2001). Em
sua maioria, 0os seus efeitos sdo relacionados apenas com a ligagdo dele com a
proteina cinase dependente de AMPc (PKA) (ver figura 5, adaptado de Alberts et al.,
2004), compondo um modelo linear onde se acredita que a ligacdo citada seja o
comeco da via. Contudo, outros estudos ja mostraram que ambos possuem
atividade em vias diferentes. Assim, a expressdao AMPc/PKA fard aluséo a esse eixo
formado pela interacdo entre ambos, sem o0 intuito de sugerir que ambas estéo
relacionadas de forma inexoravel e idéntica em suas acdes.

Quanto a composicdo da PKA, ela é uma enzima heterotetramérica formada
por duas unidades regulatérias (R) e mais duas cataliticas (C). Nas duas unidades R
existem quatro subunidades que sao codificadas por quatro genes (Rla, Rlh, Rlla e
RIIh). O tipo de PKA — tipo | e tipo Il — sdo definidos pelo tipo de subunidade R que
elas possuem. Essas subunidades apresentam como func¢do: manter a holoenzima
inativa inserindo um pseudo-substrato (para subunidades RI) ou um substrato real
(para subunidades RII) na fenda catalitica da subunidade C; traduzir os niveis do
AMPc dentro da célula em atividade fosfodiesterase, pois elas liberam a subunidade
C ativa através da ligacdo cooperativa de duas moléculas de AMPc por uma
molécula de R; o N-terminal de cada subunidade R medeia a dimerizagdo, o que
dirige a formacdo da holoenzima heterotetramérica e € crucial para a ligagcao
cooperativa do AMPc interagir com as proteinas de ancoragem cinase-A ou AKAPs

(Howe, 2004). A subunidade C, por sua vez € codificada por trés genes (a, h e g).
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Figura 5 - Esquema representativo da via do AMPc/PKA
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A PKA é ativa em varios compartimentos celulares (Shabb, 2001), com alvos
na membrana, citoplasma, mitocéndria, nicleo e em quase toda familia da rede de
citoesqueleto, incluindo microtubulos, filamentos intermediarios e microfilamentos de
actina (Howe, 2004). Sao varias as consequéncias da atividade dessa proteina
cinase assim como seus alvos, por isso é importante cada vez mais se focar ou
especificar a atividade desta proteina cinase.

Estudos mostraram sinais distintos do AMPc ocorrendo em diferentes regides
subcelulares (Zaccolo et al., 2002) e que a PKA do tipo | possui mais afinidade com
o AMPc em relacdo a PKA do tipo Il (Francis et al., 1999). Isto permite uma hipétese
simples, porém altamente plausivel na qual a baixa afinidade da PKA do tipo I

permite a enzima ancorada a responder apenas a concentragdes locais e elevadas
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do AMPc. Este efeito acaba por criar locais-especificos para a interpretacdo e
disseminagcdo espacial de diferentes sinais do AMPc. Isto é importante para a
sinalizacao espacial na mielinizacdo, uma atividade que necessita da distribuicdo de
diferentes atividades enzimaticas em diferentes localizacbes subcelulares.

Em relacé@o a linhagem oligodendroglial, especificamente o AMPc e a ativacéo
da PKA séo sinais que levam a expressao dos genes da MBP e da CNPase (Gravel
et al., 2000; Clark et al.,, 2002). Aléem disso, o0 AMPc também esta relacionado a
fosforilacdo da CNPase (Agrawal et al., 1994). Em células da glia embainhante
olfatéria (células que produzem envoltérios de axdnios sem, no entanto, produzirem
lamelas compactas de mielina), cultivadas in vitro, foi demonstrado que a producao
do AMPc altera tanto a morfologia celular como o padrdo de imunorreatividade da
CNPase, que passa de um padrao puntiforme para um padrdo tracejado, formando
nervuras (Santos-Silva, 2003). JA& em culturas de motoneurdnios, Aglah e
colaboradores (2008) demonstraram que o AMPc promove o crescimento e
extensdo de neuritos via adenilato ciclase e PKA. Dados na literatura indicam que a
adesao celular mediada por integrinas utiliza a PKA para modular os eventos como a
dindmica e migracgéo do citoesqueleto de actina (Howe, 2004).

A PKA é capaz de modular, direta ou indiretamente, a atividade das Rho —
guanosina trifosfatases (Rho GTPases) (Howe, 2004). A PKA fosforila diretamente a
Rho inibindo-a, e também pode ativar, indiretamente, a Racl e a Cdc42 (por
mecanismos ainda ndo conhecidos). Esses componentes da via do AMPc/PKA séo
proteinas associadas ao citoesqueleto, sendo uma das suas funcdes regula-lo em
resposta a fatores externos, como fatores de transcricdo e moléculas de adesdo. Em
astrocitos, Racl e Cdc42 se localizam na ponta dos prolongamentos e sao
importantes para uma migracao eficiente (Bacon et al., 2007).

Na oligodendroglia, as Rho GTPases sédo capazes de regular a mielinizacdo de
forma refinada e orquestrada (Feltri et al., 2008). In vitro, progenitores de
oligodendrdcitos expressam RhoA e, com o avanco da diferenciacdo, aumenta a
expressado de Cdc42 e Racl. Estes possuem papel oposto ao primeiro, a RhoA é um
regulador negativo da diferenciacdo de oligodendrdcitos, que inibe a extensdo dos
prolongamentos, enquanto Cdc42 e Racl agem como reguladores positivos da
diferenciacdo morfolégica, induzindo a extensao e ramificagcdo dos prolongamentos
(Liang et al., 2004). Além disso, a ablagdo de cdc42 ou racl leva a um fenotipo

particular de mielina, caracterizado por acumulo anormal de grande quantidade de
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citoplasma nas algas internas e lamelas mais internas dos prolongamentos
embainhantes de oligodendrocito com a concomitante formagéo de mielina irregular
(Thurnherret al., 2006).

Também existem evidéncias que indicam o papel da Cdc42 na regulacdo da
migragao e na morfologia da oligodendroglia (Etienne-Manneville and Hall, 2002;
Goveket al., 2005). A ativacado da GTPase Rac promove a protrusdo de membranas
e formacéo de lamelipodios (Hall, 1998), enquanto o Cdc 42 esta associado com a
formacéao de filopddios e com o estabelecimento da polaridade celular (Howe, 2004).
Foi observado que a ativacdo da via AMPc/PKA, pode ativar Cdc42 em neurdnios
(Leemhuis et al., 2004).

O AMPc também parece estar relacionado com a producdo da proteina MAG.
Um trabalho com cultura de uma linhagem transfectada com um oncogene que
mantem as células em estado de precursores (Olig-Neu) demonstrou que antes das
células serem estimuladas com AMPc, a L-MAG era a isoforma predominante,
porém, apds o tratamento com AMPc, a S-MAG passou a ser a isoforma majoritaria
nessas células (Erb et al., 2003).

Diante das informacbes expostas que demonstram a importancia das
alteracdes morfolégicas do oligodendrocitos durante a diferenciacdo celular, a
importancia da CNPase e da MAG no processo de mielinizacdo e, por ultimo, a
relacdo da via do AMPc/PKA com estes dois fatores, se torna interessante avaliar 0s
efeitos do bloqueio e da ativacéo da via, na distribuicdo da CNPase e da MAG e na

morfologia dos oligodendrdécitos.
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2 OBJETIVOS

Neste trabalho tivemos como objetivos:

1. Avaliar o papel da via da AMPc/PKA na diferenciacdo morfologica da
oligodendroglia;

2. Avaliar se a modulacdo da via da AMPCc/PKA interfere na distribuicdo da
CNPase e da MAG na oligodendroglia.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencao dos animais

Ratos Wistar foram mantidos em ciclo de claro-escuro (luzes desligadas de 7
da noite as 7 da manha) e em temperatura de (25+1°C). Todos os estudos com
animais foram realizados de acordo com 0s principios e procedimentos aprovados
pelo Comité de Etica para uso de animais do Instituto de Biologia Roberto Alcantara

Gomes da Universidade do Estado do Rio de Janeiro.

2.2 Cultura primaria de oligodendrécitos

Foram usados ratos Wistar, fémeas, neonatos com no maximo 3 dias de vida
pés-natal. Os animais foram decapitados, os hemisférios cerebrais foram removidos
em fluxo laminar e as meninges completamente retiradas. O tecido foi picotado e,
logo apoés, posto em tubos Falcon, onde as células foram dissociadas
mecanicamente com pipeta Pasteur. A dissociacdo foi feita trés vezes, e, ap0s a
decantacdo, foram retirados os trés sobrenadantes e colocados em outro tubo
Falcon. O contetdo foi centrifugado a 1500 rpm por 5 min. O sobrenadante foi
retirado, e o precipitado (rico em células) diluido em volume conhecido de meio
DMEM-F12 com 10% de soro bovino. As células foram ressuspensas, contadas em
camara de Neubauer, e plaqueadas de 200.000 a 400.000 células por laminula. As
laminulas foram previamente tratadas com poli-L-lisina (400ul / poco), e
acondicionadas em placas contendo 24 pocos. As células foram mantidas em estufa
a 37°C com 5% de CO; por trés dias neste meio de cultura. Em seguida, o meio foi
trocado para o meio N2B3, meio definido para crescimento de oligodendrocitos em
cultura (modificado de Bottenstein & Sato, 1979). A base para este meio € 0 meio
DMEM-F12. Foram adicionados: BSA (10 ng/mL); progesterona (20 nM); selénio (5
ng/mL); transferrina (50 pg/mL); biotina (10 ng/mL); putrescina (100 uM); insulina (5
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ug/mL); glutamina (2 mM); triiodotironina(T3) (30 nM); bicarbonato de sodio (1,2

mg/mL) e soro fetal bovino (concentracao final de 0,5%).

2.3 Avaliacédo da via de sinalizagcdo do AMPc/PKA

Para a avaliagdo da via do AMPc/PKA foram utilizados o inibidor da PKA, o H-
89 [1 uM] (Calbiochem), o inibidor da adenilato ciclase, o0 SQ22356 [1 uM] (Biomol) e
0 ativador da adenilato ciclase, a forscolina [10 uM] (Cell Signaling) diluidos em
dimetil sulfoxido (DMSO) (Sigma). Com 5 dias in vitro (div), em meio definido, as
células foram tratadas com os inibidores por 30 min ou 24 h. Como controle do
veiculo, células cultivadas foram expostas ao DMSO na mesma concentracao pelos
mesmos periodos. Apos o tratamento, as células foram fixadas com paraformaldeido
4% durante 15 min e depois lavadas 3 vezes por 5 min com solucdo de PBS. Foram

utilizadas trés laminulas de cinco culturas diferentes para cada tempo de tratamento.

2.4 Reacdo imunocitoquimica

Apos a fixacdo, as laminulas foram lavadas em solucdo de PBS 0,1M em pH
7,4. Para a marcacdo de antigenos intracelulares, as laminulas foram
permeabilizadas com PBS-Triton 0,3%. Foi realizado blogueio para reacdes
inespecificas com PBS-BSA 5% por 30 min e, apds, incubacdo com 0s anticorpos
primarios diluidos em PBS-BSA 1% durante a noite a 4°C. No dia seguinte,
procedeu-se as lavagens com PBS, incubagédo com os anticorpos secundarios, por 1
h em camara Umida a temperatura ambiente. Seguiu-se com lavagens com PBS, e
apos, as laminulas foram contra-coradas com o marcador de nucleo DAPI (0,2ug/mL
- Sigma). Apos, foram feitas lavagens com agua destilada e montagem das laminas

utilizando N-propil-galato.



Tabela 1 - Anticorpos utilizados para a técnica de imunocitoquimica

Anticorpos Primarios
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CNPase Sigma Monoclonal IgG | Camundongo | 1:100
MAG Invitrogen Policlonal IgG Coelho 1:100
Tubulina total Sigma Policlonal IgG coelho 1:100
Anticorpos Secundarios

IgG de coelho Alexa 488 M.Probes Cabra 1:400
IgG de camundongo | Alexa 555 M.Probes Cabra 1:400

Nota: Nos anticorpos secundarios: Em verde, Alexa 488 — fluorocromo emitido em
verde; Em vermelho, Alexa 555 - fluorocromo emitido em vermelho.
Fonte: Felgueiras, 2011.

2.5 Andlise e aquisicdo de imagens

As andlises foram feitas a partir de imagens obtidas com o microscépio de

epifluorescéncia Olympus BX40, acoplado a camera de video digital (Olympus

DP71). ApOs a aquisicdo as imagens foram devidamente trabalhadas no Programa

Adobe Photoshop 7.0.1.
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3 RESULTADOS

ApoOs cinco div, as culturas controle apresentaram células CNPase positivas
(CNPase+) com morfologias variadas, desde a bipolar, caracteristica de progenitores
de oligodendrdcitos, até a bem ramificada e com véus de membrana, caracteristicas
de oligodendrdcitos maduros (Figura 6A).

Quando observamos a morfologia da oligodendroglia apds os tratamentos
podemos notar que estas apresentaram alteracdes. Apdés 30 min de tratamento com
a forscolina (Figura 6B), as células apresentam um aparente aumento no tamanho
dos seus prolongamentos. Ocorreu também uma reducdo no numero dos
prolongamentos e € possivel notar ainda uma reducéo nos véus de membrana.

A oligodendroglia também apresenta alteragbes no tamanho dos
prolongamentos apds o tratamento com o0 SQ 22356 (SQ), por 30 min. Observamos
células CNPase+ com prolongamentos maiores (Figura 6C). Quando tratadas com o
H-89, por sua vez, apresentam prolongamentos aparentemente menores quando
comparadas as células controle além de reducdo nos véus de membrana (Figura
6D).

Com seis div, ou seja, ap6s 24 h de tratamento, as culturas controle
continuaram a apresentar células CNPase+ em diferentes estagios de
desenvolvimento, mas com predominancia de estagios mais maduros (Figura 7A).
No tratamento com forscolina, os prolongamentos celulares aparentam estar
maiores quando comparados as células da cultura controle e ainda com reduc¢éo dos
véus de membrana (Figura 7B). Observamos também uma aparente reducdo da
arborizacdo secundaria. O tratamento com SQ apresentou mais uma vez alteracdes
morfolégicas com algumas células apresentando prolongamentos bem maiores que
os oligodendrécitos das culturas controle (Figura 7C). O tratamento com o inibidor da
PKA (H-89) causa predominantemente uma reducdo dos véus de membrana
CNPase+ (Figura 7D).



42

Figura 6 — Oligodendrdcitos com 5 div imunorreagidos com o anticorpo anti-CNPase

Controle Forscolina

5Q 22356

Legendas: A — Controle; B — Culturas tratadas com forscolina; C — Culturas
tratadas com SQ22356; D — Culturas tratadas com H-89.

Nota: Em A, observamos oligodendrécitos com morfologias diversas, indicando diferentes estagios de
desenvolvimento, algumas inclusive com formacdo de véus de membrana (setas). Apos 30
minutos as células tratadas com forscolina (B) apresentaram prolongamentos maiores e
reducdo dos véus de membrana. As culturas tratadas com SQ22356 (C) apresentaram células
com morfologia diversa e algumas células apresentam a formacdo de véus de membrana,
semelhante aos da cultura controle. As células das culturas que passaram pelo tratamento com
H-89 (D) apresentam prolongamentos menores, em relagcao ao controle e também redugao nos
véus de membrana. Barra de calibragcao: 50 pm.

Fonte: FELGUEIRAS, 2011.
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Figura 7 — Oligodendrdcitos com 6 div imunorreagidos com o anticorpo anti-CNPase

Controle Forscolina

5Q22356

Legendas: A — Controle; B — Culturas tratadas com forscolina; C — Culturas
tratadas com SQ22356; D — Culturas tratadas com H-89.

Nota: Em A, é possivel notar oligodendrdcitos com morfologia variada, indicando diferentes estagios
de desenvolvimento. Depois de 24h de tratamento com a forscolina (B) obsevamos
prolongamentos maiores e mais finos e que aparentam estar em menor quantidade, quando
comparadas as culturas controles. O tratamento com SQ22356 (C) causou alteragfes
morfolégicas variadas nas células que, na sua maioria apresentavam prolongamentos
maiores. Por Ultimo, o tratamento com H-89 (D) apresentou células com reducdo nos véus d
membrana. Barra de calibragdo: 50um.

Fonte: FELGUEIRAS, 2011.
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Ao observarmos a distribuicdo da CNPase nas células das culturas controle
aos 5div, observamos a proteina distribuida de maneira uniforme pelo corpo celular,
com um padrdo filamentar (Figura 8A, 9A, 10A), que é semelhante ao padrdo de
distribuicdo da tubulina (Figura 8B, 9B, 10B). Apos o tratamento com forscolina por
30 min, notamos que a CNPase manteve o0 seu padrdo de marcacao filamentar
(Figura 8D), o mesmo se deu com a tubulina (Figura 8E), distribuido em toda a
célula, padrédo que se manteve apos 24 h de tratamento (Figura 8G e 8H).

Quando as células foram tratadas com o inibidor SQ por 30 min néo foi
possivel observar alterac6es na distribuicdo e no padrao de marcacdo da CNPase
(Figura 9D) e também nédo foram observadas altera¢gfes na distribuicdo da tubulina
(Figura 9E), ambas demonstrando um padrao filamentar de distribuicdo. Com 24 h
de tratamento com SQ, a marcacdo da CNPase adquiriu um padrdo puntiforme
(Figura 9G), enquanto a tubulina manteve o padréo filamentar (Figura 9H).

O inibidor H-89 causou altera¢cdes na distribuicdo da CNPase com 30 min de
tratamento com um aparente aumento da concentragcdo da CNPase proximo ao
nacleo (Figura 10D), a mesma alteracdo foi observada na distribuicdo da tubulina
(Figura 10E), esta foi a Unica alteracdo, mantendo o padréo filamentar como nas
células das culturas controle.Ja as células tratadas com H-89 por 24 h continuaram a
apresentar a CNPase préxima ao nucleo e passou a ter um padréo de distribuicdo
puntiforme (Figura 10G). A tubulina também apresentou maior concentracao proxima

ao nucleo, mas o padrao continuou filamentar (Figura 10H).
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Figura 8 - Oligodendrécios com 5 e 6 div imunoreagidos com anticorpos anti-

CNPase e anti-tubulina e corados com DAPI: tratamento com forscolina

DMSO FORSC 30’ FORSC 24h

Legenda: A-C — Controle, imunorreagidos com anti-CNPase (A), anti-tubulina (B) e sobrepostas (C);
D-F — Culturas tratadas por 30 minutos com forscolina, imunorreagidas com anti-CNPase
(D), ani-tubulina (E), sobrepostas (F); G-I — Culturas tratadas por 24 horas com forscolina,
imunorreagidas com anti-CNPase (G), anti-tubulina (H) e sobrepostas (1).

Nota: Em A, podemos observar a CNPase distribuida uniformemente no corpo celular com um padrao
filamentar. Em B, a tubulina apresenta padrédo semelhante a CNPase. D apresenta a CNPase
distribuida de modo uniforme pela célula com padréo filamentar e em E a tubulina apresenta o
padrdo semelhante ao da CNPase. G apresenta a CNPase distribuida de modo uniforme pela

célula com padréo filamentar. Em H a tubulina apresenta padrdo semelhante ao da CNPase.
Barra de calibracdo: 50um.

Autor: FELGUEIRAS, 2011.
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Figura 9 - Oligodendrdcios com 5 e 6 divimunoreagidos com anticorpos anti-
CNPase e anti-tubulina e corados com DAPI: tratamento com SQ22356

DMSO $Q 22356 30° $Q 22356 24h

Legenda: A-C — Controle, imunorreagidos com anti-CNPase (A), anti-tubulina (B) e sobrepostas (C);
D-F — Culturas tratadas por 30 minutos com SQ22356, imunorreagidas com anti-CNPase
(D), anti-tubulina (E), sobrepostas (F); G-l — Culturas tratadas por 24 horas com
SQ22356, imunorreagidas com anti-CNPase (G), anti-tubulina (H) e sobrepostas (1).
Nota: Em A, observamos a CNPase distribuida uniformemente no corpo celular com um padréo
filamentar. B apresenta a tubulina com o padrédo semelhante & CNPase. Em D e E, com
30 minutos de tratamento com SQ, ndo h& modificagdo na distribuicdo de CNPase e tubulina.
Em G, com 24 horas de tratamento a CNPase apresenta um padréo puntiforme de marcagéo.
Em H, a tubulina mantém o padréo filamentar semelhante ao controle. Barra de calibragéo:
50um.
Fonte: FELGUEIRAS, 2011.
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Figura 10 - Oligodendrécios com 5 e 6 divimunoreagidos com anticorpos anti-
CNPase e anti-tubulina e corados com DAPI: tratamento com H-89

DMSO H-89 30° H-89 24h

Legenda: A-C - Controle, imunorreagidos com anti-CNPase (A), anti-tubulina (B) e
sobrepostas (C); D-F — Culturas tratadas por 30 minutos com SQ22356,
imunorreagidas com anti-CNPase (D), anti-tubulina (E), sobrepostas (F); G-I -
Culturas tratadas por 24 horas com SQ22356, imunorreagidas com anti- CNPase (G),
anti-tubulina (H) e sobrepostas (I).

Nota: Em A observamos a CNPase distribuida uniformemente no corpo celular com um padrao
filamentar. Em B, a tubulina apresenta padréo semelhante & CNPase. Em D, encontramos a
CNPase concentrada no corpo celular com seu padréo filamentar e a tubulina apresenta um
padrao semelhante a CNPase (E). Em G, com 24 horas de tratamento a CNPase apresenta
um padrdo puntiforme e est4d mais concentrada proxima ao nucleo, enquanto a tubulina
mantém um padréo filamentar (H) semelhante ao controle. Barra de calibragcao: 50um.

Fonte: FELGUEIRAS, 2011.
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Ao compararmos o padréo de distribuicdo da CNPase com o da MAG, ap0s 0s
tratamentos por 30 min ou 24 h, observarmos um efeito diferenciado na distribui¢cao
destas proteinas. A distribuicdo da CNPase nas culturas controle onde observamos
a proteina distribuida de maneira uniforme pelo corpo celular, com um padréo
filamentar (10A, 11A, 12A, 13A) e os efeitos dos tratamentos sobre a distribuicdo da
CNPase, ja foram descritos e estdo demonstrados de forma representativa (Figuras
11D e G, Figuras 12D e G, Figuras 13D e G).

Quando observamos a distribuicdo da MAG € possivel notar nas culturas
controle aos 5/6 div que a MAG se encontrou distribuida pela célula também nas
extremidades dos prolongamentos e véus de membrana de maneira uniforme, mas
com um padrao puntiforme de distribuicdo (Figuras 11B, 12B e 13B). O tratamento
com a forscolina apés 30 min ndo causou alteracdes no padrdo puntiforme, mas
causou uma concentracdo da proteina no corpo celular apesar dela esté distribuida
pela célula, é possivel notar também que ela se distribui nos véus em regides mais
distais que a CNPase (Figuras 11E e F). Depois de 24 h, a MAG mantém o padrao
puntiforme por toda a célula, continua indo além da CNPase, contudo ndo ha mais a
concentragdo da proteina préximo ao nucleo (Figuras 11H e I).

O tratamento com o inibidor SQ por 30 min ndo alterou o seu padrédo
puntiforme de distribuicdo e havia a maior concentracdo no corpo celular, mas a
proteina ndo se expandiu para por¢cdes além da marcacdo da CNPase nos véus de
membrana (Figuras 13E e F). Nao foram observadas alteracbes em relacdo as
culturas controle ap6s 24 h (Figuras 13H e I).

Quando observamos ap6s 30 min de tratamento com o H-89 é possivel notar
gque a MAG manteve o padrdo puntiforme estando espalhada pela célula, além
disso, a proteina continua bem distribuida nos véus de membrana (Figuras 14E e F).
Apos 24 h de tratamento ndo ha alteragcdes na distribuicdo e na localizacdo da
proteina, contudo ndo se expandiu para por¢cdes mais distais dos véus de membrana
(Figuras 14H e I).
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Figura 11 — Oligodendrdcitos com 5 e 6 div imunoreagidos com 0s anticorpos anti
CNPase e anti-MAG e corados com DAPI: tratamento com forscolina

FORSC 30’ FORSC 24h

Legenda: A-C - Controle, imunorreagidos com anti-CNPase (A), anti-MAG (B) e
sobrepostas (C); D-F - Culturas tratadas por 30 minutos com forscolina,
imunorreagidas com anti-CNPase (D), anti-MAG (E), sobrepostas (F); G-l -
Culturas tratadas por 24 horas com foscolina, imunorreagidas com anti-CNPase (G), anti-
MAG (H) e sobrepostas (I).

Nota: Em A, observamos a CNPase distribuida uniformemente no corpo celular com um padrao
filamentar. Em B, a MAG também esté distribuida de maneira uniforme pela célula, mas com
um padréo puntiforme. Em C, na sobreposicdo das imagens é possivel ver a MAG indo além
da distribuicdo da CNPase (setas). Em D, com 30 minutos de tratamento o padrao de
distribuicdo da CNPase ndo se modifica, porém a MAG, apesar de estar distribuida por toda a
célula, fica mais concentrada no corpo celular e mantém o padrdo puntiforme (E). Em G,
com 24 horas de tratamento observamos mais uma vez que a distribuicdo da CNPase néo se
modifica, que as alteracbes observadas na distribuicho da MAG s&o revertidas e em |
observamos na sobreposi¢cdo das imagens que a marcacdo da MAG se expande além da
CNPase (setas). Barra de calibragc&o: 50um.

Fonte: FELGUEIRAS, 2011.
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Figura 12 - Oligodendrdcitos com 5 e 6 divimunoreagidos com 0s anticorpos anti-
CNPase e anti-MAG e corados com DAPI: tratamento com SQ22356

$Q 22356 30 $Q 22356 24h
-
--
&
F
Legenda: A-C - Controle, imunorreagidos com anti-CNPase (A), ant-MAG (B) e
sobrepostas (C); D-F — Culturas tratadas por 30 minutos com SQ22356,

imunorreagidas com anti-CNPase (D), anti-MAG (E), sobrepostas (F); G-I -
Culturas tratadas por 24 horas com SQ22356, imunorreagidas com anti-CNPase (G),
anti-MAG (H) e sobrepostas (I).

Nota: Em A, observamos a CNPase distribuida uniformemente no corpo celular com um padrao
filamentar. Em B, a MAG também estd distribuida de maneira uniforme pela célula, mas com
um padrdo puntiforme. Em C, com a sobreposicdo € possivel ver a MAG indo além da
distribuicao da CNPase (setas). Como ja mostrado com 30 minutos de tratamento a CNPase
mantém padrdo filamentar semelhante ao controle (comparar D com A). Em E, a MAG se
apresenta distribuida pela célula, porém mais concentrada no corpo celular e mantendo o
padrao puntiforme e em F observamos na sobreposi¢cao que a MAG néo se expande além da
CNPase. Em G, com 24 horas de tratamento a CNPase passou a ter um padréo puntiforme
de distribuicdo da MAG sao revertidas (H). Em |, observamos na sobreposi¢cdo que a MAG
volta a se distribuir nos véus de membrana além da CNPase (setas). Barra de calibracéo:
50 pm.

Fonte: FELGUEIRAS, 2011.



Figura 13 - Oligodendrécitos com 5 e 6 divimunoreagidos com 0s anticorpos anti-
CNPase e anti-MAG e corados com DAPI: tratamento com H-89

H-89 24h

Legenda: A-C - Controle, imunorreagidos com anti-CNPase (A), ant-MAG (B) e
sobrepostas (C); D-F — Culturas tratadas por 30 minutos com SQ22356,
imunorreagidas com anti-CNPase (D), anti-MAG (E), sobrepostas (F); G-I -
Culturas tratadas por 24 horas com SQ22356, imunorreagidas com anti-CNPase (G),
anti-MAG (H) e sobrepostas (I).

Nota: Em A, observamos a CNPase disitrubida uniformemente no corpo celular com um padrdo
filamentar. Em B, a MAG também estd distribuida de maneira uniforme pela célula, mas com
padrédo puntiforme. Em C, na sobreposicao é possivel ver, mais uma vez, a MAG indo além
da disitrubicdo da CNPase (setas). Em D, com 30 minutos de tratamento com H-89, a
CNPase fica mais concentrada no corpo celular, mas mantém o padrédo filamentar. Em E, a
MAG mantém o padrao semelhante ao controle (B). Em F, observamos na sobreposicao que
a MAG se expande além da CNPase (setas). Em G, com 24 horas de tratamento a CNPase
apresenta padrédo puntiforme e mais concentrada no corpo celular. Em H, observamos a MAG
disitrubida por toda a célula e com o padréo puntiforme, porém observamos na sobreposi¢éo
gue a MAG néo se expande além da CNPase (l). Barra de calibragcao: 50um.

Fonte: FELGUEIRAS, 2011.
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4 DISCUSSAO

Os resultados obtidos demonstram que a via do AMPc/PKA tem papel
fundamental na diferenciacdo da oligodendroglia, na morfologia celular da linhagem
oligodendroglial, na distribuicio das proteinas CNPase e MAG e,
consequentemente, no processo de mielinizacdo. Isso se da porque pudemos
observar que a ativacdo da adenilato ciclase, ou seja, 0 aumento nos niveis de
AMPc leva ao aumento do comprimento dos prolongamentos e a uma aparente
reducdo nos véus de membrana, isto j& com 30 min de tratamento com a forscolina.
Com 24 h, o tratamento com a forscolina também causou o aumento dos
prolongamentos. Esses resultados sdo semelhantes aos obtidos em motoneurdnios
que tiveram o aumento no comprimento dos neuritos apos 12 e 24 h de tratamento
com forscolina (Aglah et al., 2008). O tratamento com o inibidor SQ leva ao aumento
do tamanho dos prolongamentos, tanto apos 30 min quanto 24 h. O tratamento com
0 H-89 causou uma reducdo no tamanho dos prolongamentos e dos véus de
membrana.

Para a linhagem oligodendroglial, as alteracdes nas dimensdes e no ndmero
dos prolongamentos é um fator decisivo, jA& que € papel dos prolongamentos
reconhecer o ambiente aonde a célula se localiza, e aderir e envolver o axénio para
que o processo de mielinizagcdo tenha inicio. Com isso, é possivel que as
modificacbes nos tamanhos dos prolongamentos possam influenciar tanto o
processo de adesdo como a mielinizagdo em si. Foi observada também uma
diminuicdo da arborizacdo secundaria, que é ainda mais grave, ja que isso acaba
reduzindo o nimero de axdnios localizados e reconhecidos pelos oligodendrdcitos, o
que pode reduzir o embainhamento/mielinizacdo e, consequentemente, axénios que
deveriam se manter estaveis e vivos podem acabar degenerando.

E provavel que a sinalizacdo celular via RhoGTPases seja um dos caminhos
utilizados pela oligodendroglia para a regulacédo da sua diferenciagdo. Como sao
proteinas associadas ao citoesqueleto, atuam como interruptores moleculares. Além
disso, a mielinizacéo é altamente dependente da polarizacdo que é regulada pelas
RhoGTPases (Etienne-Manneville, 2008). Foi observado em fibroblastos que as
fibras de estresse e os complexos de adesao focal estdo organizados quando a Rho

esta ativa (Hall, 1998). Foi demonstrado também que com 15 min de inativacdo da



53

Rho, ndo € mais visto 0 acumulo de integrinas na superficie celular (Hotchin & Hall,
1995). Foi notado ainda que as estruturas de actina induzidas pela Rac e pela
Cdc42 estdo associadas com os complexos de adesao das integrinas (Nobes & Hall,
1995).

As RhoGTPases podem ser ativadas por integrinas (Luo et al., 2007), como ja
foi descrito em astrocitos in vitro, a Cdc42 e a Racl séo ativadas e recrutadas até o
limite da polarizacdo dos astrocitos (Etienne-Manneville & Hall, 2001). Contudo,
qguando as integrinas foram inibidas ndo ocorreram a ativacao e o recrutamento da
Cdc42. Essa polarizagdo celular é importante, por exemplo, para o transporte de
vesiculas de RNAm. Assim, se ocorre uma falha na polarizacdo, o transporte fica
comprometido. O caso especifico da Cdc42 é ainda mais complicado porque esta
RhoGTPase € fundamental para o controle da orientacdo da célula; quando ela é
inibida, o centrossomo, a protrusdo e a migracdo celular passam a ter uma
orientacdo aleatéria (Etienne-Mannevie & Hall, 2001). O Cdc42 ainda esta
relacionado a um complexo importante para o transporte de vesiculas, crescimento
dos prolongamentos e da arborizacdo em oligodendrécitos (Anitei et al., 2006). Isso
pode ser uma possivel explicacdo para o aparente aumento dos prolongamentos
apos o tratamento com a forscolina e ainda a redugcdo do numero de
prolongamentos. Ja foi descrito que camundongos com ablacdo para os genes da
Cdc42 e Racl apresentaram mielina aberrante com o acumulo de citoplasma nas
alcas internas da mielina. Estudos mostraram que a Cdc42 e a Racl atuam em
sinergia e que ambos sdo capazes de interferir, separados ou em conjunto, na
mielinizacdo, sem afetar a proliferacéo e diferenciacéo da oligodendroglia (Thurnherr
et al., 2006).

Outra possibilidade esta associada a RhoA e seu efetor a Rho cinase (ROCK),
uma vez que, em conjunto, tém papel chave como reguladores da morfologia e
extensao celular no processo de mielinizagcdo em oligodendrécitos. A RhoA pode ser
inibida pela cinase Fyn pertencente a familia Src, e esta inibicdo leva ao
amadurecimento dos oligodendrécitos (Wolf et al., 2001). J& foi demonstrado que
componentes da mielina inativam a Fyn para que a RhoA seja ativada, inibindo
assim a diferenciacéo celular (Baer et al., 2009). A neutrina-1, importante fator de
diferenciacéo do oligodendrécito, inibe a RhoA através da ativacdo da Fyn para que
haja o amadurecimento celular com o crescimento e elaboragdo dos prolongamentos

(Rajasekharan et al., 2009). A RhoA ¢ inibida pela PKA e é possivel que a inibicao
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da PKA pelo H-89 ative esta RhoGTPase, justificando assim a redug¢ao no tamanho
dos prolongamentos nas culturas tratadas com este inibidor.

Rajasekharan e colaboradores demonstraram em 2010 que o desenvolvimento
do oligodendrdcito com a sua diferenciacdo morfoldgica passa pelo balanco entre a
ativacéo e desativacdo da RhoA controlado pela neutrina-1. Quando o precursor de
oligodendrocito estd migrando, a ativacdo da RhoA e da ROCK dependente do
receptor de neutrina-1 deletado em carcinoma colorretal (Dcc) pela neutrina-1
reduzem o tamanho dos prolongamentos e, quando o precursor para de migrar e se
diferencia em célula madura, a neutrina-1 leva a uma reducéo da atividade da RhoA.
E interessante observar que o mesmo fator pode levar a resultados diferentes
dependendo do caminho utilizado e do estagio de desenvolvimento da célula. E
interessante notar também que a Fyn participa da inativacdo da RhoA e da Rock,
mas participa da ativacédo da Cdc42 causando a extensao dos prolongamentos.

Sobre os véus de membrana, a CNPase é correlacionada com a mielinizacéo
(Jarjour et al.,, 2012), mas nossos resultados demonstram que ela pode néo
evidenciar toda a extens&do dos véus de membrana in vitro. E interessante observar
que a CNPase é uma proteina de mielina ndo compacta e que é encontrada nas
estruturas semelhantes a nervuras nos estagios mais maduros do desenvolvimento
da oligodendroglia in vitro. Ao observarmos a morfologia das células com a CNPase,
temos a impresséo de que os tratamentos com forscolina e H-89 causaram reducéo
dos véus de membrana e que o SQ nao. Contudo, quando observamos as imagens
com maior aumento, observamos através da MAG que o efeito no véu foi justamente
o contrario. A forscolina e o H-89 causaram alteracBes apenas na localizacdo da
CNPase, ja 0 SQ esse sim causou alteracdo no tamanho do véus de membrana.

Qualguer alteracdo na formacao dos véus de membrana ou nos comprimentos
dos prolongamentos € algo relevante dada a estabilidade da mielina. E valido
lembrar que no SNC intacto os componentes da membrana da mielina possuem
meia-vida que podem alcancar desde varias semanas até meses. Estima-se que a
meia-vida do colesterol, importante componente da membrana da mielina, seja
maior que 8 meses (Saher & Simnos, 2010). Contudo, a estabilidade da mielina tem
como uma de suas razbes o fato dela ser um sistema fechado onde seus
componentes estdo livres e encontram a sua localizagcdo através do balanco entre
forcas elétricas atrativas fortes e repulsivas (Aggarwal et al., 2011). E possivel que

com a alteracdes na distribuicdo tanto da CNPase, que sera analisado a seguir, e da
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MAG, os demais componentes possam realocar-se para manter a estabilidade da
membrana da mielina.

Em relacdo a distribuicdo da CNPase, as culturas controle apresentaram um
padrao filamentar de distribuicdo, nenhum tratamento alterou esse padrdo de
distribuicdo apés 30 min, mas pudemos notar que ela sofreu alteracao apds 24 h de
tratamento com SQ e com H-89, passando a apresentar um padrédo puntiforme. Em
relacdo a localizacdo da CNPase, apenas o tratamento com H-89 apresentou
alteracdo, com a proteina se concentrando mais no corpo celular. Isto indica que
tanto o AMPc quanto a PKA estéo relacionados a sintese da CNPase. Contudo, a
PKA parece ser fundamental para que a sintese e/ou distribuicdo da CNPase ocorra
de forma precisa.

Gravel e colaboradores demonstraram em 2000 que a inibicdo da PKA em
culturas de oligodendrocitos que receberam dbcAMP reduz a transcricdo da
isoforma CNP1 e ainda que a PKA é necessaria para a inducdo do acumulo de
RNAmM da isoforma CNP1. Agrawal e colaboradores afirmaram em 1994 que a
isoforma CNP2 seria supraregulada por ativadores da PKA. Quando foram
analisadas as sequéncias primarias do N-terminal da mesma isoforma, existiam trés
residuos serina com regifes para a ligacdo da PKA ou da PKC. Foi sugerido ainda
que a fosforilacdo da CNP2 seria capaz de regular a interagcdo dela com o
citoesqueleto (O'neil & Braun, 2000). Sobre a localizacdo da proteina, lembramos
que, no oligodendrécito, o RNAm da CNPase também é transportado para
determinados sitios antes de ser transcrito (Braun et al., 1988; Trapp et al., 1988), o
que também depende dos microtibulos (Brumwell et al., 2002), e o tratamento com
H-89 pelo mesmo periodo causou alteragdes na localizacdo da tubulina, que ficou
mais concentrada no corpo celular. Isso talvez possa explicar o padrdo de
distribuicdo puntiforme da CNPase apés os tratamentos com SQ e H-89.

Alteracbes semelhantes a estas na distribuicio da CNPase ja foram
observadas em trabalho anterior do nosso grupo em culturas com deficiéncia de T3.
Como ja foi mencionado, também foram observadas alteragBes na distribuicdo da
CNPase em culturas de oligodendrécitos tratadas com os inibidores da via da
MAPK/ERK, PD098059 e UO126 (Younes-Rapozo et al., 2009). Esta via também
desenvolve um importante papel na proliferacdo e na diferenciagéo celular (Bhat &
Zhang, 1996; Baron et al., 2000). Younes-Rapozo e colaboradores (2009) também

sugeriram que esta via de sinalizacdo tenha relacdo com o alongamento dos
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prolongamentos de oligodendrécitos e com a adesao celular. Também ja foi dito e
explicado como a PKA pode regular a via da MAPK/ERK. Assim, fica claro que a via
do AMPCc/PKA tem papel importante em pelo menos dois aspectos envolvidos no
desenvolvimento e na diferenciacdo morfoldgica do oligodendrocito.

Quanto a MAG, nas culturas controle a proteina se encontra puntiforme, por
toda a célula, nas extremidades e nos véus de membrana. Apés 30 min de
tratamento com forscolina e SQ foi observado o aumento da concentracdo da
proteina no corpo celular. Além disso, o tratamento com a forscolina parece nao ter
alterado a formac&o do véu de membrana. E possivel que essa maior concentracao
possa ser fruto de uma maior transcricdo génica. Sabendo que a MAG € uma das
proteinas responsaveis por ajudar os prolongamentos dos oligodendrécitos a
reconhecerem se o axénio serd mielinizado (Li et al., 1994, Montag et al., 1994), é
passivel de questionamento se 0 aumento na concentracdo ou producdo da MAG
possa interferir neste reconhecimento. Contudo, nos parece ser mais grave quando
observamos que o tratamento com o SQ resultou na concentracdo da MAG no corpo
celular e na reducdo dos véus de membrana. Isto nos permite crer que a
concentracdo da proteina neste caso se dé pela reducdo do véu, ndo tendo para
onde a proteina ser transportada. Podemos nos questionar entdo se a inibicdo da
adenilato ciclase pode interferir na mielinizacdo ndo apenas pela reducéo do véu de
membrana, mas também pela alteracdo da distribuicdo da proteina. O tratamento
com H-89 por 24 h também causou a reducéo dos véus de membrana.

O RNAmM da MAG é transportado em vesiculas pela célula e transcrito nos
prolongamentos (Quarles & Trapp, 1984) e, em 2002, Brumwell e colaboradores
relacionaram esse transporte com o0s microtubulos. Quando a distribuicdo da
tubulina foi avaliada apds o tratamento com SQ pelo mesmo periodo ndo apresentou
alteracdo da distribuicdo dela, indicando que a reducdo da MAG no véu de
membrana ndo € causada pela desorganizacédo da tubulinaque levaria a uma falha
no transporte do RNAm. Erb e colaboradores sugeriram em 2003 que o splicing
alternativo da MAG e a diferenciagcdo morfolégica dos oligodendrécitos possam ser
regulados ao mesmo nivel de acdo do AMPc. Os resultados com o H-89 por sua
vez, demonstraram que o tratamento com o inibidor faz com que a tubulina se
localize mais concentrada no corpo celular também e que, talvez, esse fato possa ter

influéncia na formacgéo do véu de membrana.
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Como o tratamento com o SQ causou um efeito mais rapido do que o
tratamento com o H-89 na distribuicdo da MAG, € possivel entdo que além da PKA o
AMPc possua outro caminho, inclusive mais rapido, para influenciar na formacéo dos
véus de membrana e na distribuicio da MAG. Em cones de crescimento de
neurdnios, quando os niveis de AMPc s&o elevados, a proteina de troca diretamente
ativada pelo AMPc (Epac) é ativada, mas quando os niveis de ativacdo da PKA sdo
baixos, a Epac entédo deixa de atuar e a PKA se torna ativa (Murray et al., 2009).

Novas investigacdes sdo necessarias para que possamos compreender de
maneira efetiva como se d4 a formacao dos prolongamentos dos oligodendrécitos, o
contato com os axonios e a formacdo da bainha de mielina. Todos os processos
citados dependem da relacdo da linhagem oligodendroglial com o0s sinais
extracelulares e estéo relacionados com as vias de sinalizacdo. Nossas observacfes
em relacdo a ativacao e inibicdo da via do AMPc/PKA nos oligodendrdcitos reforcam
a participacdo desta via no desenvolvimento do oligodendrécito, incluindo a
formacdo dos prolongamentos, suas ramificacdes e ainda a formacédo dos véus de
membrana, que terdo consequéncias na formacdo e manutencdo da bainha de

mielina.
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CONCLUSOES

1. Os tratamentos por 30 min com o ativador e o inibidor da adenilato ciclase,
forscolina e SQ22356 respectivamente, e com o inibidor da PKA, o H-89,
alteraram a morfologia dos oligodendrocitos, com aumento dos
prolongamentos pela modulacdo da adenilato ciclase e reducdo dos
prolongamentos com a inibicdo da PKA,

2. O tratamento por 24 h com o inibidor da PKA H-89 causa reducdo dos véus
de membrana,;

3. O tratamento por 30 min com o ativador e o inibidor da adenilato ciclase
causaram um aumento na concentracdo da MAG no corpo celular;

4. ApOs 24 h, o tratamento com o ativador da adenilato ciclase, a forscolina,
aumenta as concentragdes da CNPase e da tubulina no corpo celular, mas
causa a reducao da concentracdo da MAG na mesma regido. Com 0 mesmo
tempo, tratamentos com os inibidores da adenilato ciclase, o0 SQ22356, e da
PKA, o H-89, alteram o padrao de distribuicdo da CNPase;

5. Os resultados observados confirmam a relacdo existente entre a via do
AMPCc/PKA com a diferenciacdo da oligodendroglia, a expresséao/distribuicao
da CNPase, da MAG e da tubulina; podendo haver consequéncias na

formacéo da bainha de mielina.
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