View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you by fCORE

provided by Repositério Institucional da UFSC

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
POS-GRADUACAO EM NEUROCIENCIAS

Estudo do Transporte Sinaptossomal de Glutamato e da
Nocicepcdo em Camundongos que Nao Expressam a Proteina

Prion Celular

Cristiane Lima Carqgueja

Orientadora: Dr2 Carla I. Tasca
Departamento de Bioquimica, CCB

Co-orientador: Dr. Adair R. S. Santos
Departamento de Ciéncias Fisiologicas , CCB

Floriandpolis, Maio de 2006.


https://core.ac.uk/display/30369309?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
POS-GRADUACAO EM NEUROCIENCIAS

Estudo do Transporte Sinaptossomal de Glutamato e da
Nocicepcdo em Camundongos que Nao Expressam a Proteina

Prion Celular

Cristiane Lima Carqgueja

Orientadora: Dr2 Carla I. Tasca
Departamento de Bioquimica, CCB

Co-orientador: Dr. Adair R. S. Santos

Departamento de Ciéncias Fisioldgicas, CCB

Dissertacéo apresentada ao Curso de P6s Graduacado em Neurociéncias da
Universidade Federal de Santa Catarina, como requisito parcial a obtencéo de
grau de Mestre.

Florianopolis, Maio de 2006.



AGRADECIMENTOS

Cada momento da nossa vida pode nos levar a caminhos diferentes e, as vezes,
durante a caminhada, esquecemos de agradecer aquelas pessoas que estdo ao nosso
lado, de perto ou de longe, mas torcendo por nés. Este € meu espaco para agradecer a
todas essas pessoas que fazem parte da minha vida e que, de algum modo, contribuiram
para a realizacdo desta etapa. Infelizmente, ndo conseguirei nomear todas as pessoas

que fizeram parte dessa historia...

Antes de tudo, agradeco a Deus, e por té-Lo encontrado, ou por O estar
buscando, nestes ultimos dois anos. Sua forca é imprescindivel para me manter firme
nos meus propositos, mesmo quando tudo parece demasiadamente escuro ou perdido.
Continuarei orando para que Ele esteja sempre ao meu lado, em todos 0s momentos da

minha vida.

Um agradecimento especial aos meus pais, Maria Helena e Moacir, por terem
me incentivado nos estudos, desde sempre. E confiarem na minha capacidade,
acreditando nos meus sonhos junto comigo, mesmo se parecessem loucura... Amo
vocés!!! Aos meus irmaos, Helena e Guilherme, por serem criaturas maravilhosas, que

eu adoro. A Leisa, que entrou na familia, e também me deu apoio em vérias ocasides.

Aos avos, Lourdes e José Heleno, e a toda familia, que ndo entendem muito o

que eu faco, mas acham o maximo... E sempre tém palavras de conforto.



A Carla, por ser uma grande orientadora e por ter acreditado numa médica que
tinha vontade de fazer mestrado, e acabou vindo pra pesquisa béasica... Imagino que

deva ter sido uma preocupacao, mas espero que eu tenha respondido as expectativas.

Ao Prof. Roger Walz, por ter boas idéias e estar sempre disposto a realizar
novos projetos. Pelo incentivo para que eu fizesse o mestrado. E por fazer étimas

colaboraces!

A Prof2. Vilma Martins, do Instituto Ludwig para Pesquisa do Cancer de S&o
Paulo, pela fundamental colaboracdo neste trabalho e pelo fornecimento dos animais

utilizados.

Aos meus colegas de laboratério, Helena, Tharine, Simone, Carina, Scheyla,
Samuel, Bruno, Wagner, Marina, especialmente Ronan (espero que vocé esteja bem ai
no Japdo!) e Ellen. Também aos colegas que ndo estdo mais no laboratério, mas me

ajudaram muito no inicio, Tiago, Maria Emilia, Ronny e Dani W.

Aos professores e colegas dos laboratorios “vizinhos”, Nelson e Rodrigo, por

auxiliarem em varios momentos.

Ao Prof Adair, pela co-orientagédo e por ter me acolhido naqueles meses em que

fiquei aprendendo como provocar dor em camundongos...

Aos colegas Flavia e Vinicius, pela ajuda fundamental para os experimentos de
nocicepcdo, e pelos ensinamentos. A Flavia também pela ajuda com as analises

estatisticas.



A minha amiga Fran, por escutar minhas lamentacGes ha tantos anos... As

amigas Irina e Luciana que, mesmo de longe, sempre deram apoio.

Ao secretario da pds-graduacdo, Nivaldo, por resolver alguns problemas de vez

em quando.

Aos professores e colegas da pos-graduacdo, pela troca de experiéncias.

Por fim, mas de modo algum menos importante (pelo contrario!), ao meu amor,

André. Obrigada por ter entrado na minha vida e colocado poesia nos meus dias.

“Agora, pois, permanecem a fé, a esperanca e 0 amor, estes trés; porém o maior

destes é o amor.” 1Co 13.13



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS .....ttetttetee ettt eteeasteeaseeasseesseeasseease e e sse e s s e e aaseease e e ms e e s he e e mb e e abe e e b e e nhe e et e e enn e e b e e nnneennes I
LISTA DE ABREVIATURAS ...cuvitttisiettetestestesessesseseasessessasessessassssessessasessessessssessessessssessessssessensessssenes i
RESUMO ..ttt h et e b e Rt e b e e R b e e b e e e Re e e b e e e Rr e e be e Rn e r e e nnneenes %
AABSTRACT ...ttt ettt stttk ettt ettt e ekt e e bt e ek et e bt e e R et e R e e e R e e e ARt e AR e £ e R e e AR R e e R e e R et e R e e eRn e e R e e e Rr e e neeanneereas vii
I 1 200 010 0\ SR OPUTRI 01
PROTEINA PRION CELULAR ....ttiitttetee ettt ettt sttt be e st e b e ssseeaseesnse e beeanneanbeeasneenneennneennes 01
NEUROTRANSMISSAO GLUTAMATERGICA .....veiiuiieieiaieesieessteesseeaseesieeaseessseaseesseeaseessneenseesnneens 10
N[0 (01 =1 =07\ JPUT TSRS 13
OBUIETIVO GERAL ....ttiutieittteite ettt ettt ettt et s it et e s ket e te e e he e e bt e eR e e e b e e she e e b e e abe e e be e nnneeneeenneenree e 19
OBJIETIVOS ESPECIFICOS ...ttt ettt sttt ettt be e bt e nnn e e neeenneenee e 19
2. IMETODOLOGIA ...ttt ettt ettt ettt e skttt e e ket et e e he e e bt e aR e e e bt e ehe e e b e e she e e b e e nmneeneeeneeanree e 20
2.1 IMATERIAIS <.ttt etttk bt e ek e et e e et e bt e e R e e e bt e ehe e et e e ehe e e b e e s mn e e neennneenree e 20
2.1.1.  REAGENTES ...etiutteitttatee sttt e site bt e st e be e she et e s b e e ate e s he e e be e aR et e b e e ahe e e abeeshe e e beenmneeneennneanree e 20
A A o T 1= 1= N 3 20
2.2, AANIMALS ...ttt a e bt ekt e bt e e Rt e bt e e Rt e R e e e R et e R e e Re e e R e e e e e neeanreere e 22
2.3.ESTUDO DA NEUROTRANSMISSAO GLUTAMATERGICA .....oiiiieiiiieiiesiieeniee e nee e 22
2.3.1.PREPARACOES DE FRACOES SINAPTOSSOMALS ....civtiiiiieeeeiiiiiniinreeeseeesssssssrssesssessssssssssesssas 22
2.3.2.ENSAIO DE CAPTAGAO DE L-[PHIGLUTAMATO ...t eeeeeee e e 23
2.3.3. ENSAIO DE LIBERAGAO DE L-[3H]GLUTAMATO ....oviiiiiiicie ettt 23
2.3.4. DOSAGEM DE PROTEINA. ...cuttiittieteestteeteesite et e e et e ssee bt e ssseabeesseeeneeaseeaneesnneeneesnneanree e 24
2..3.5. ANALISE ESTATISTICA ..utiuiieietestesteseetesteeesesteseesessesseseesesteseeseasestestesesseseeseasesseseeseasessesensens 24
2.4, ESTUDOS DE NOCICEPGAO .....c.viuieriteeesiatestesiaseateseaseasesseseesessessssessessessasessesssssssessensesessessessnsens 25

2.4.1 NOCICEPCAO INDUZIDA PELO GLUTAMATO . .....c.vititeeieiieieseeteeseseestetess s sestssese s es st tassssssssssesens 25



2.4.2 NOCICEPCAO INDUZIDA PELO ACIDO ACETICO ...coiutiieeeeitiieeeeeiteeeeeeitte e e e eetteeeessnnaeeeesnnsneeeeennns 25

2.4.3 NOCICEPCAO INDUZIDA PELA FORMALINA .....ooieiiittiee e ittt e e e eitteeeesetteeeesetteeeessnnaeeeeasnsneeeeennes 26
2.4.4 ESTIMULO VISCERAL CONDICIONANTE ...vteittteitreesteeesseeessseesssseessssesssssesssssssssssessssssssnssessnes 27
2.4.5 INFLAMAGAO (EDEMA) E ALODINIA MECANICA INDUZIDAPELO CFA.......ooiiiierieiee e 27
2.4.6 TESTE DA PLACA QUENTE (HOT=PLATE) ...vteteitieiteestesteesteetesseesseessesseesseessesseesseessessesssesssessens 28
2.4.7 TESTE DE RETIRADA DA CAUDA (TAIL-FLICK) ...cvtiteiuieitieiieieesieesiesseestneseesseesseeaesseesseessessens 28
2.4.8 ANALISE ESTATISTICA ..ttt ittt eitttesstttessttesssttessbtessbeesssbee e ssbe e s snbe e e abb e e s ssbe e e sbbeeanbbeeetneeanneennes 29
3. RESULTADOS ...ttt bbbttt 30
3.1. ESTUDO DA NEUROTRANSMISSAO GLUTAMATERGICA ....cvviiiiiieiiieeiiieesieessiieesssseesssnessnsnes s 30
3.2, ESTUDOS DE NOCICEPCAOD .......iccttttiiiiieeiiiiiitbtreee e s e e s st siabbaee e s s s e s s s s sbbbbba s e e s e s s s s sbbbbbareseeesssaanrres 37
4, DISCUSSAD ....tviiiiiieaitite ettt e st e ssbee e as b e e s sbe e e s bbe e ek e e e kb e e ek b e e e bt e e aab e e e an b e e e ns b e e e nnb e e e bb e e e bb e e e beaeennea s 52
I 000 ] o] I L0 ] =L TR R PR 64

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....ttttitiieeetteesttassseeesteessssssssessteesstssssseseteessstrrrresesesessssnnnses 66



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Avaliacdo da captacdo de L-[*H]glutamato em preparacdes de sinaptossomas

obtidas a partir de hipocampo, cerebelo, cértex cerebral, cortex entorrinal e bulbo

olfatorio de camundongos que ndo expressam a proteina prion celular e selvagens...............

Figura 2. Avaliacdo da liberacéo de L-[*H]glutamato em preparacdes de sinaptossomas

obtidas a partir de hipocampo, cerebelo, cortex cerebral, cortex entorrinal e bulbo

olfatorio de camundongos que ndo expressam a proteina prion celular e selvagens .............

Figura 3. Avaliacdo temporal da nocicepgéo induzida por Glutamato em camundongos

que ndo expressam a proteina prion celular e Selvagens .........ccccccveveieeie s

Figura 4. Nocicepcdo induzida por Glutamato em camundongos que ndo expressam a

proteina prion Celular @ SEIVAgENS .........ccviiiiiieee e

Figura 5. Avaliacdo temporal da nocicepcdo induzida pelo acido acético em

camundongos que ndo expressam a proteina prion celular e selvagens..........ccccccevvevveiennenn

Figura 6. Nocicepcdo induzida pelo acido acético em camundongos que nao expressam

a proteina prion CelUlar € SEIVAQENS.........c.ciieie e

Figura 7. Avaliacdo temporal da nocicepgéo induzida pela formalina em camundongos

gue ndo expressam a proteina prion celular e SelVagens .........cccccveveiieve s

Figura 8. Primeira e segunda fases da nocicepcdo induzida pela formalina em

camundongos que nao expressam a proteina prion celular e selvagens...........ccccccevevveveiennn.



Figura 9. Nocicepc¢éo induzida pela formalina ap6s estimulo visceral condicionante em

camundongos que ndo expressam a proteina prion celular e selvagens.........cccccveevevvevivenenne.

Figura 10. Avaliacdo temporal da alodinia induzida por adjuvante completo de Freund

(CFA) em camundongos que nao expressam a proteina prion celular e selvagens..................

Figura 11. Avaliacdo temporal do edema induzido por adjuvante completo de Freund

(CFA) em camundongos que ndo expressam a proteina prion celular e selvagens..................

Figura 12. Teste da placa quente (hot-plate) em camundongos que ndo expressam a

proteina prion Celular @ SEIVAGENS .........ccviiiiiieiee et

Figura 13. Teste de retirada da cauda (tail-flick) em camundongos que nao expressam a

proteina prion CEIUIAr € SEIVAGENS .........ooviiiiiriiieieie e



LISTA DE ABREVIATURAS

5-HT - Serotonina

ADP - Adenosina-5"-difosfato

AMP - Adenosina-5"-monofosfato

ATP - Adenosina-5"-trifosfato

AMPA - Alfa-amino-3-hidréxi-metilsoxazole-propianato
Ca'" - lon célcio

CFA - Adjuvante completo de Freund

DNA - Acido desoxi-ribonucleico

EAAT - Transportador de aminoacido excitatorio
GABA - Acido gama-aminobutirico

GLAST - Transportador astrocitario de glutamato e aspartato
GLT-1 - Transportador astrocitario de glutamato-1
Glu - Glutamato

GPI - Glicosilfosfatidilinositol

HEPES - Acido hidroxi-etil-piperazina-etanosulfénico
IL - Interleucina

K" - Ton potassio

KA - Kainato

LTP - Potenciacdo de longa duracéo

MK-801 - Dizolcipina

Na* - fon sodio

NMDA - N-metil-D-aspartato

PKA - Proteina quinase A



Prnp - Gene da Proteina prion celular
PrPc - Proteina prion celular

PrPsc - Proteina prion “scrapie”
RNA - Acido ribonucleico

RNAmM - RNA mensageiro

SNC - Sistema Nervoso Central

SNP - Sistema Nervoso Periférico
SOD - Superéxido dismutase

TNF - Fator de necrose tumoral



RESUMO

A proteina prion celular (PrPc) é uma glicoproteina de membrana, ancorada a
superficie celular por glicosilfosfatidilinositois. E expressa em diversos tipos celulares,
sendo abundante em neurdnios. VArios estudos vém sendo conduzidos no intuito de
investigar as possiveis funcdes fisioldgicas desta proteina. Animais que tiveram o gene
da PrPc (Prnp) deletado constitutivamente apresentam maior sensibilidade a
convulsdes, tanto in vitro quanto in vivo. A PrPc também esta envolvida na protecdo
contra o estresse oxidativo, modulacdo da apoptose neuronal, adesdo celular e
neuritogénese. Glutamato é o principal neurotransmissor excitatério do Sistema
Nervoso Central, mediando diversas fungdes fisioldgicas. Excesso de glutamato na
fenda sinaptica leva a um fendmeno conhecido por excitotoxicidade. Assim, sua retirada
da fenda sinaptica é fundamental para o funcionamento adequado do SNC. Essa fungéo
¢ exercida por transportadores astrocitarios de alta afinidade. A captacdo astrocitaria de
glutamato estd reduzida em culturas gliais derivadas de camundongos que néo
expressam PrPc. Estes animais também apresentam alteragdes de memoria idade-
dependentes. Recentemente foi demonstrado que a PrPc regula a fagocitose e resposta
inflamatdria in vitro e in vivo. Pacientes com encefalopatia espongiforme podem
perceber alteracbes de sensibilidade em estagios iniciais da doenca. Neste estudo
investigamos o transporte sinaptossomal de glutamato em camundongos que nao
expressam PrPc de 9 meses de idade, e avaliamos a resposta nociceptiva de
camundongos que ndo expressam PrPc em modelos de nocicepgdo quimica e térmica.
N&o foram observadas alteracbes na captacdo de glutamato total, dependente ou
independente de ions sodio, assim como nao houve alteracdo na liberacédo de glutamato,

basal ou despolarizada, em hipocampo, cértex cerebral, cortex entorrinal, cerebelo e



bulbo olfatério, entre camundongos que expressam e ndo expressam PrPc.
Camundongos que ndo expressam PrPc mostraram-se mais resistentes aos estimulos
térmicos nos testes da placa quente (hot plate) e de retirada da cauda (tail flick), mas
somente para estimulos moderados (55° C). No teste de nocicepc¢do induzida por acido
acético os animais que ndo expressam PrPc tiveram maior resposta nociceptiva em
compara¢do aos animais que expressam a proteina. Ndo houve diferenca entre os
camundongos que expressam e ndo expressam PrPc na nocicepcdo induzida por
formalina ou glutamato, assim como na alodinia mecanica induzida por CFA. No
entanto, CFA induziu menos edema de pata em camundongos que nao expressam PrPc.
O estimulo visceral condicionante, produzido por injecdo de acido acético 20 dias antes
do teste, reduziu de modo significativo a nocicep¢do induzida por formalina, nas
primeira e segunda fases, nos camundongos que expressam PrPc. J& 0s camundongos
que ndo expressam PrPc ndo tiveram esta resposta alterada pelo pré-tratamento com
acido acético. Nossos resultados demonstram que o transporte sinaptossomal de
glutamato em animais de idade avancada ndo é alterado pela auséncia da PrPc, e que
esta proteina possui um papel importante na nocicepgdo térmica, na dor inflamatéria
induzida por macréfagos, no edema inflamatorio e no sistema de controle descendente
da dor. A nocicepcdo envolvendo fibras sensitivas ndo mielinizadas ndo parece ser

afetada pela delecédo do gene da PrPc.



ABSTRACT

Cellular prion protein (PrPc) is a glycosyl-phosphatidylinositol anchored cell
surface glycoprotein mainly expressed in neurons and, to a lesser extent, in other types
of cells, which has been highly conserved during evolution. Recent studies have been
done to investigate the function of PrPc. Animals in which the PrPc gene (Prnp) was
constitutively ablated presented an enhanced neuronal excitability in vitro and a higher
sensitivity to seizures induction in vivo. PrPc is also implicated with protection against
oxidative stress, modulation of neuronal apoptosis, cellular adhesion, neurite outgrowth
and maintenance. Glutamate plays a central role in the fast excitatory synaptic
transmission and glutamate levels on synaptic cleft are related to excitability and
neuronal damage. The clearance of glutamate from synaptic cleft is carried out mainly
by astrocytic glutamate transporters. The astrocytic glutamate uptake is decreased in
glial cultures obtained from PrPc null mice, and these animals show altered memory
functions, age related. Recently it was demonstrated that PrPc modulates phagocytosis
and inflammatory response in vitro and in vivo. In addition, human patients with
spongiform encephalopathy present altered pain sensitivity in early stages of disease. In
this study we have investigated the influence of the prion protein expression on
synaptosomal glutamate transport in 9 month old animals, and investigated the PrPc
function on the nociceptive response, submitting PrPc null mice to thermal and
chemical models of nociception. There were no differences on total, Na*-dependent or
Na'-independent glutamate uptake and also no differences were observed on basal or
depolarized glutamate release, in cerebral cortex, entorhinal cortex, hippocampus,

cerebellum and olfactory bulb, between wild type and PrPc knockout mice. PrPc null



mice were more resistant to thermal tail flick and hot plate tests than wild-type mice.
However this hypoalgesia was observed only at 55.0°C (intermediate heat stimulus) and
there was no difference at mildly (50.5°C) and harshly (58.0°C) painful heat stimuli. In
the acetic acid-induced visceral pain, mice lacking PrPc showed enhanced response
when compared to wild-type mice. There was no difference between knockout and
wild-type mice on glutamate- or formalin- induced licking behavior and CFA- induced
mechanical allodynia. PrPc null mice developed significantly lower paw edema than
wild-type mice. The visceral conditioning stimuli, produced by previous injection of
acetic acid (20 days before testing), significantly reduced early and late phases of
formalin- induced nociception in wild-type mice. On the other hand, the same pre-
treatment did not alter the formalin response in PrPc null mice. Our findings show that
neuronal glutamate transport is not altered by the absence of the cellular prion protein
and that PrPc plays a role on the thermal nociceptive transmission, macrophage-
dependent acute inflammatory pain, inflammatory edema and descending control of
pain. Nociceptive transmission involving unmyelinized sensitive fibers seems not to be

related to PrPc function.



1. INTRODUCAO

Proteina Prion Celular

A proteina prion celular (PrPc) é uma glicoproteina ancorada a superficie
externa da membrana celular, amplamente expressa nos diversos tecidos, e abundante
no Sistema Nervoso Central (SNC). O interesse pelo estudo das fungdes fisioldgicas
desta proteina iniciou a partir da década de 1980, quando foi identificada uma isoforma
desta proteina como o agente causador das encefalopatias espongiformes, chamada
prion scrapie (PrPsc). O pesquisador Stanley Prusiner recebeu um Prémio Nobel apos a
confirmagdo de sua teoria, em que este agente infeccioso era uma proteina (PrPsc), uma
proposta inovadora, pois, até entdo, todos os patdgenos infecciosos possuiam material
genético (DNA ou RNA) (revisado por PRUSINER, 1998).

Entre as encefalopatias espongiformes transmissiveis estdo: Scrapie (afeta cabras
e ovelhas), Encefalopatia espongiforme bovina, ¢ Doenca de Creutzfeuldt-Jacob em
humanos. Todas causadas por prions e levam a condi¢des neurodegenerativas fatais
(PRUSINER, 1991).

A doencga pode ocorrer tanto por mutagdes no gene da PrPc (Prnp), levando a
alteracdes neuroldgicas (como a Sindrome de Gerstmann-Striussler-Scheinker)
(SASSOON et al, 2004) ou psiquiatricas (hé relatos de esquizofrenia familiar ligada a
mutagdes na PrPc) (SAMAIA et al, 1997); ou pela infec¢do com a PrPsc (PRUSINER,
1998).

A Doenca de Creutzfeldt-Jacob, que ocorre em humanos, pode existir de 4
formas. Casos esporadicos, com causa desconhecida; casos familiares, associados a

mutacdes genéticas; casos iatrogénicos, por transmissdo acidental via equipamentos



cirirgicos contaminados, por exemplo; e uma variante da doenca, ligada a exposi¢ao
através de alimentos a PrPsc bovina. A variante da Doenga de Creutzfeldt-Jacob afeta
pacientes mais jovens (média de 29 anos, em contraste com 65 anos da doenca classica)
(World Health Organization, 2002). No inicio do quadro patologico, os pacientes
geralmente apresentam sintomas psiquiatricos, comumente depressdo, evoluindo
invariavelmente até a deméncia. Sintomas neuroldgicos, incluindo dificuldade a
deambulacdo e movimentos involuntarios, desenvolvem-se no decorrer da doenca.
Sintomas sensitivos, como sensa¢do de endurecimento da pele, sdo experimentados por
metade dos pacientes como primeiras manifestacdes. Um estudo epidemioldgico,
realizado na Suécia, também evidenciou outros sintomas sensitivos, como parestesias,
prurido e dor, principalmente em pacientes jovens (LUNDBERG, 1998).

A proteina infecciosa, PrPsc, caracteriza-se por ser insoluvel, parcialmente
resistente a proteinase K, e sua estrutura terciaria contém menor quantidade de o-hélices
e maior de B-laminas em relagdo a proteina normal, PrPc. Devido a suas caracteristicas,
a PrPsc acumula-se na célula, causando sua destrui¢ao. No cérebro, a destrui¢ao de um
grande nimero de neurdnios leva a um aspecto de esponja ao microscopio, dai o nome

de Encefalopatias Espongiformes (PRUSINER, 1998).

Na infeccao pela PrPsc, a PrPc presente em diversas células, e abundante em
neurdnios, € convertida a forma terciaria da PrPsc pela propria proteina infectante, num
processo ainda pouco conhecido. Esta conversdo pode envolver mecanismos de
transporte celular da propria PrPc, que parecem ser um mecanismo bastante complexo.
Este processo de transformacao da PrPc em PrPsc pode envolver trés compartimentos
distintos na cé€lula: organelas da via secretoria, membrana plasmatica, e organelas da via
endocitotica (LEE et al, 2003). Importante ressaltar que a expressao da Prpc ¢

absolutamente necessaria para que ocorra a infec¢ao. A demonstragdo definitiva de que



a PrPc participa deste processo se deu com a produgdo de animais geneticamente
modificados que ndo expressam a proteina PrPc. Estes animais sdo totalmente
resistentes a infeccdo pela PrPsc (PRUSINER, 1998).

Assim, as doengas causadas por prions sdo vistas como doengas por ganho de
funcdo devido ao acimulo da forma infecciosa, PrPsc, pois existem poucas evidéncias
de que a perda da PrPc apds a mudanca conformacional tenha papel na patogénese
destas doencas. No entanto, a possibilidade de que as doencas causadas por prions
tenham, também, um componente de perda de fun¢do, pela perda da expressao da PrPc,
continua em aberto, e s6 pode ser afastada apds o conhecimento das fungdes fisioldgicas
desta proteina (CHIARINI et al, 2002).

A proteina prion celular, PrPc, ¢ uma glicoproteina de membrana, cuja estrutura
terciaria ¢ composta por a-hélices, ¢ soluvel e sensivel a protedlise. A PrPc estd
ancorada @ membrana celular por glicosilfosfatidilinositéis (GPI) (PRUSINER, 1998).
Ela ¢ expressa na superficie de diversos tipos celulares. Assim, a hipdtese de fungdo
neuronal exclusiva ¢ pouco provavel. No entanto, o fato de esta proteina ter altos niveis
de expressdo em neurdnios sugere que ela tenha uma funcdo importante nestas células.
A PrPc concentra-se em regides sindpticas, tanto pré quanto pos-sinapticamente,
podendo ser facilmente isolada em microdominios de membrana ricos em colesterol,
denominados “lipid rafts” (revisado por BROWN, 2001).

Provavelmente a PrPc ¢ expressa por todos os vertebrados, varios mamiferos e
aves ja tiveram genes da PrPc seqlienciados. Uma regido da proteina, chamada
“octameric repeats”, composta por quatro repeticoes de uma seqiiéncia de oito
aminoacidos (octdmeros), ¢ altamente conservada entre as espécies (WOPFNER et al,
1999). Esta caracteristica de conservacdo pode indicar que esta regido representa um

dominio funcional essencial para a atividade desta proteina.



A produgdo de animais geneticamente modificados que ndo expressam a PrPc,
chamados animais “knockout”, foi um passo importante no sentido de identificar as
possiveis funcdes fisiologicas da PrPc.

As primeiras observagdes desses animais em que o gene Prnp foi suprimido,
indicaram que seu desenvolvimento e comportamento ndo apresentavam qualquer
alteragdo (BUELLER et al, 1992), o que fez com que alguns pesquisadores chegassem a
acreditar que a PrPc teria uma fun¢do redundante ou até nenhuma fun¢do na célula.
Pouco tempo depois foram publicados estudos mostrando alteracdes eletrofisioldgicas
(COLLINGE et al, 1994) e comportamentais, relacionadas ao ritmo circadiano
(TOBLER et al, 1996). Atualmente existem um grande numero de evidéncias
comprovando que a PrPc possui, realmente, fungdes fisioldgicas.

A PrPc desempenha uma fung¢do de proteina ligante de cobre na sua regido N-
terminal, que contém um dominio funcional de 32 aminoacidos, formado pela repeticao
de quatro octameros. A ligacao de, pelo menos, dois atomos de cobre a PrPc confere a
esta uma atividade semelhante aquela da enzima Superoxido dismutase (SOD)
(BROWN et al, 1999). A PrPc parece contribuir diretamente para a atividade SOD
celular. Imuno-deplecdo de PrPc em extratos cerebrais murinos reduz a atividade SOD
total destes extratos. Isto implica que PrPc pode agir na detoxificacdo do anion
superoxido, prevenindo o estresse oxidativo. A presenca de uma proteina que se liga ao
cobre, possuindo atividade SOD, na sinapse pode ter uma funcdo de protecdo dessa
regido contra os efeitos de anions superoxido e de espécies reativas de oxigénio
(revisado por BROWN, 2001).

Os efeitos antioxidantes da PrPc também foram observados em modelos de
cultura de células. Neurdnios e astrocitos cerebelares de camundongos que nao

expressam a PrPc sdo mais sensiveis a toxicidade por anions superoxido, enquanto



células com maior expressdo desta proteina sdo mais resistentes ao estresse oxidativo
(BROWN et al, 1997). Mais recentemente, existem evidéncias de que a PrPc tem sua
expressdo aumentada em eventos onde a lesdo por estresse oxidativo ¢ um fator
importante na fisiopatologia da doenga, como na isquemia (WEISE et al, 2004).

A ligacdo da PrPc ao cobre pode ter, ainda, outras fungdes na célula. O papel
exato do cobre na sinapse ainda ndo ¢ completamente compreendido. Sabe-se que
disturbios nos niveis sinapticos de cobre leva a alteracdes na atividade de receptores,
como inibigdo de receptores do 4cido gama-aminobutirico (GABA), ou reducdo na
potenciacdo de longa duragdo (LTP). Estudos eletrofisiolégicos mostraram que em
fatias hipocampais de camundongos que nao expressam a PrPc, parametros como as
correntes inibitorias rapidas mediadas por receptores GABA-A e LTP estdo alterados
(COLLINGE et al, 1994). Sinaptossomas purificados de cérebros de camundongos que
nao expressam a PrPc apresentam menor contetido de cobre, quando comparados aos de
animais selvagem. Culturas de células cerebelares, provenientes destes animais, captam
menor quantidade de cobre do que células onde ha expressao da PrPc. A exposi¢ao de
células que expressam PrPc a concentragdes crescentes de cobre aumenta o turnover
desta proteina, o que pode sugerir um papel desta proteina na resisténcia a toxicidade
por cobre (revisado por BROWN, 2001).

Estresse oxidativo e toxicidade por cobre estdo diretamente ligados, o que pode
ser explicado através da reagdo de Fenton: o cobre pode catalisar a conversao de
espécies reativas de oxigénio ou gerar radical hidroxila diretamente da dgua. Assim, o
seqliestro de cobre tem efeitos protetores imediatos em células sensiveis ao estresse
oxidativo (BROWN, 2001).

Camundongos que nao expressam a proteina PrPc possuem maior

suscetibilidade a crises convulsivas agudas e “kindling” por diversas drogas (WALZ et



al, 1999). Levando-se em consideracdo o fato de que o estresse oxidativo tem papel
importante na fisiopatologia das crises convulsivas, a perda da prote¢do conferida pela
Prpc pode facilitar a reducdo deste limiar de crise observado nestes animais.

Além de alteragdes no SNC, também foi demonstrado um aumento na oxidagao
de lipideos e proteinas de células de musculo esquelético, coracdo e figado de
camundongos que ndo expressam PrPc (revisado por MARTINS & BRENTANI, 2002).

A PrPc também foi caracterizada como um receptor de laminina, uma proteina
da matriz extracelular, ligando-se especificamente a um decapeptideo carboxi-terminal,
presente na cadeia y-1 da mesma. Esta ligacdo ¢ importante para adesdo neuronal e
neuritogénese em células PC12 e neurdnios hipocampais em cultura. Células que nao
expressam a PrPc quando plaqueadas sobre laminina ou sobre o decapeptideo y-1
purificado tiveram sua neuritogénese fortemente ou totalmente inibida, respectivamente
(GRANER et al, 2000). Estes dados indicam que a PrPc pode ter fun¢do na mediagao de
sobrevivéncia ¢ diferenciacdao neuronal.

Em modelo de apoptose em retina, a PrPc esta envolvida na indugao de sinais
neuroprotetores através da interacdo com um peptideo que se liga aos residuos 113-128
da PrPc. Nestes experimentos este peptideo ligou-se de forma especifica e com alta
afinidade a PrPc, promovendo uma resposta neuroprotetora, reduzindo apoptose. Esta
resposta foi ausente nas células que ndo expressavam PrPc ou em células previamente
tratadas com anticorpo anti-PrPc. A ligacdo da PrPc com o peptideo, causando
neuroprotegdo, estd envolvida com a via do AMP ciclico e proteina quinase A (PKA),
pois inibindo esta via houve perda da protecdo. Estas evidéncias sugerem que a PrPc
esta envolvida na modulagao da apoptose (CHIARINI et al, 2002).

Testes comportamentais realizados em camundongos que ndo expressam a PrPc

e em ratos submetidos a inje¢des intra-hipocampais de anticorpo anti-PrPc,



evidenciaram que a PrPc também esta envolvida na aquisi¢do e retencdo de memoria,
mas de forma dependente da idade (COITINHO et al, 2003).

Estudos relacionados a neurotransmissdo glutamatérgica também foram
realizados em animais que ndo expressam a PrPc. Em culturas de células gliais,
astrocitos tipo 1 de camundongos que ndo expressam PrPc apresentam redugdo na
captagdo de glutamato dependente de ions sodio, quando comparados aos astrocitos que
expressam a PrPc. Neste mesmo modelo, a captagio de glutamato dependente de Na"
foi inibida pelo tratamento das culturas com peroxido de hidrogénio e cobre, sendo esta
alteracdo observada apenas nas culturas gliais que ndo expressam PrPc. A captagdo de
glutamato independente de Na'ndo foi alterada, nem pela auséncia da PrPc nas células,
nem pelos tratamentos citados (BROWN & MOHN, 1999).

Animais que nao expressam a PrPc apresentam redugdo na resposta locomotora
induzida pela inje¢do intra-peritoneal de MK-801, um antagonista de receptores
glutamatérgicos do subtipo N-metil-D-aspartato (NMDA). Este modelo ¢ usado como
modelo animal de esquizofrenia, onde a administragdo de MK-801 induz uma resposta
de hiperlocomogdo. Enquanto foram observadas alteragdes em relagdo ao sistema
glutamatérgico, o mesmo nao foi verdade para os sistemas dopaminérgico e
adenosinérgico, também testados neste mesmo estudo, pela administragdo de
anfetamina e cafeina (COITINHO et al, 2002).

Existem outras evidéncias indicando uma possivel participacdo do sistema
glutamatérgico na infecg¢ao pela PrPsc. Estudos de ligacao de MK-801 em hipocampo
de camundongos inoculados com PrPsc mostram uma reducao de sitios de ligacao para
este antagonista nao-competitivo de receptores NMDA. Esta reducao foi observada a
partir de 110 dias da inocula¢do da proteina infectante, e ocorreu, principalmente, na

regido CA3 do hipocampo. No entanto, apos apenas 10 dias da infec¢do, foi observado



um aumento nos sitios de ligagdo de MK-801 em todas as camadas do hipocampo,
exceto em CA1, de maneira nem sempre significativa. Esse ultimo achado sugere que os
mecanismos de transmissdo glutamatérgica estdo alterados logo no inicio da inoculacao,
assim, a neurotransmissdo via receptores NMDA pode estar aumentada nos estdgios
iniciais da infec¢do. Ja a perda dos sitios de ligagao observada nos estagios tardios, pode
indicar sinais de um processo neurodegenerativo, e ocorre antes do aparecimento de
sintomas (DIEZ et al, 2001). Em co-culturas de neurdnios cerebelares e astrocitos, o
tratamento das mesmas com o peptideo PrP106-126, um peptideo sintético que
corresponde ao nucleo da PrPsc, estimula mudangas na composi¢do dos receptores
NMDA, causando morte celular através do aumento da toxicidade glutamatérgica. Além
disso, o peptideo PrP106-126 causou uma liberacdo de cobre e glutamato pelos
astrocitos, o que pode contribuir para este aumento de toxicidade (SASSOON et al,
2004). Gliose ¢ uma caracteristica principal nas doengas causadas por prions
(PRUSINER, 1998). Astrocitos que expressam PrPc, quando cultivados com neurénios
cerebelares que nao expressam PrPc, e tratados com o peptideo PrP106-126 induzem
toxicidade mediada por glutamato. Normalmente, astrocitos normais em co-cultura com
neurdnios cerebelares que ndo expressam PrPc tém papel protetor em relagdo a estes
ultimos contra toxicidade glutamatérgica. Esta prote¢ao ¢ abolida ao tratar estas culturas
com o peptideo PrP106-126 (BROWN, 1999).

Analises post-morten de pacientes com Doenca de Creutzfeldt-Jacob mostraram
redu¢do na expressao dos receptores de glutamato do subtipo AMPA (sensiveis ao acido
oi-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico) GluR2/3 em cortex frontal, cortex
entorrinal e células de Purkinje; e reducao dos receptores tipo NMDA em cortex frontal,
cortex entorrinal e camadas granular e molecular do cerebelo. Estes dois tipos de

receptores também tiveram expressdo reduzida na camada molecular do giro denteado



no hipocampo. Essa redu¢do correlacionou-se com deposicdo da proteina do Prion,
perda neuronal e degeneracdo espongiforme em todos os casos estudados. Em contraste,
a expressdo dos receptores ionotropicos de GABA, subtipo GABA, Ral, manteve-se
normal, ou até moderadamente aumentada nas regides do cortex frontal, cortex
entorrinal ¢ camada molecular do cerebelo. Estes resultados mostram uma altera¢do
importante e seletiva na expressao de receptores de neurotransmissores cruciais no
SNC, apontando para uma vulnerabilidade maior dos receptores glutamatérgicos na
Doenga de Creutzfeldt-Jacob (FERRER & PUIG, 2003).

O transporte sinaptossomal de glutamato em camundongos que ndo expressam
PrPc foi avaliado anteriormente. Este estudo ndo evidenciou diferencas significativas
entre 0s animais que expressam ou ndo a PrPc, tanto na capta¢do quanto na liberagdo de
glutamato. Porém, foram avaliados apenas animais jovens, com 3 meses de idade
(THAIS, 2005).

Além destas alteracdes referentes ao sistema glutamatérgico, estudos mostram
associac¢do da PrPc com o sistema serotoninérgico. Em modelo utilizando uma linhagem
celular chamada 1C11°M", que expressa receptores serotonérgicos tipo 5-HTog, 5-
HT;pp e 5-HT>,a, todos pertencentes a familia de receptores acoplados a proteinas G, a
ligagdo da PrPc com anticorpo especifico concomitante a estimulacdo dos receptores 5-
HT por agonistas, modula a resposta destes receptores. A ligagdo da PrPc inibe a
estimulacdo da fosfolipase C pelo receptor 5-HT»a, reduz a inibi¢do da adenilato ciclase
mediada pelos receptores 5-HTipp, € potencializa a ligagdo do receptor 5-HT,p a
fosfolipase A2. Ou seja, a PrPc age como moduladora dos acoplamentos e regulagao

entre receptores 5-HT em células serotonérgicas 1C11°17

, € indica que esta proteina
contribui para a homeostase de fung¢des relacionadas a serotonina. Como conseqiiéncia,

este envolvimento da PrPc na regulagdo fina das funcdes serotonérgicas pode contribuir



para as alteracdes no metabolismo da serotonina ja observadas em roedores infectados
pela scrapie (MOUILLET-RICHARD et al, 2004).

Além de sua expressdo abundante no SNC, a PrPc também ¢ expressa por
diversos tipos celulares, como ja citado anteriormente. Assim, discute-se que sua fungdo
ndo deve ser exclusiva em neuronios. Evidéncias recentes indicam um papel da PrPc na
modulagdo da fagocitose in vivo e in vitro. Fagocitos derivados de camundongos que
ndo expressam a PrPc sdo mais ativos que aqueles que expressam PrPc. Esta observagao
foi verdadeira tanto para macréfagos peritoneais, quanto para células de origem
neuroectodérmica, como as retinianas. Alteragdes na fagocitose, redu¢do ou aumento,
podem trazer conseqiiéncias indesejadas. A fagocitose estd associada a producgdo de
espécies reativas de oxigénio e enzimas lisossomais, ambas com potencial de
destruicdo. No SNC também existem células com caracteristicas de macrofago,
conhecidas como microglia. A microglia ¢ quiescente, sendo ativada pela presenga de
patogenos, produzindo uma resposta inflamatéria. Uma regulagdo negativa da
fagocitose promovida pela presenca abundante da PrPc neste tecido pode ser
interessante, pois uma atividade inflamatoria exacerbada traria destruicdo celular. Além
disso, na inflamag¢ao induzida, camundongos que ndo expressam PrPc recrutam mais
mondcitos € menos neutréfilos que camundongos selvagem. Ou seja, o perfil
inflamatoério € diferente nos animais que expressam ou nao a PrPc. A perda de funcgdo da
PrPc na regulacdo da fagocitose pode ser mais um mecanismo contribuinte na
fisiopatologia das Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis (de ALMEIDA et al,
2004).

Neurotransmissdo Glutamatérgica

O aminodcido glutamato ¢ o principal neurotransmissor excitatério do SNC de

mamiferos, participando como um importante mediador de processos de comunicagao
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intercelular, plasticidade, crescimento e diferenciagio (NEDERGAARD et al, 2002;
AARTS & TYMIANSKI, 2003). O glutamato estd envolvido em diversas fungdes
cerebrais, como aprendizado e memoria, emog¢do ¢ motivagdo, ¢ atividades motoras.
Também parece estar presente na patogenia de diversas doengas neurodegenerativas,
incluindo doencas de Parkinson, Huntington e Alzheimer (GREENE & GREENEMYRE,
1996; SEGOVIA et al, 2001).

As acdes do glutamato sdo mediadas por dois tipos de receptores: ionotropicos,
que formam canais idnicos, ¢ metabotropicos, ligados as proteinas G. Os receptores
ionotrépicos possuem propriedades farmacoldgicas e fisioldgicas que os subdividem em
trés populacdes distintas: os ativados por N-metil-D-aspartato (NMDA), os que
respondem ao acido cainico (KA), e os sensiveis ao acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropionico (AMPA) (MICHAELIS, 1998). Aos receptores AMPA e KA ¢
atribuida a neurotransmissdo excitatoria rapida, e os canais formados por estes receptores
s30 permeaveis primariamente aos ions sodio (Na") e potassio (K ). Os receptores NMDA
respondem mais lentamente ao glutamato, contribuindo com o componente lento das
correntes pos-sindpticas excitatorias, e sdo altamente permeaveis aos fons calcio (Ca'™).
Devido a essas propriedades, os receptores NMDA s3o implicados como responsaveis
pelos processos que envolvem plasticidade, como aprendizado € memoria. Os receptores
metabotropicos agem através da ativacdo da fosfolipase C ou por modulagdo da enzima
adenilato ciclase (OBRENOVITCH & URENIJAK, 1997).

Nao existem evidéncias de efetiva metabolizagdo extracelular de glutamato, ou
seja, a sinaliza¢do estimulada por glutamato ¢ finalizada quando este neurotransmissor ¢
retirado da fenda sindptica por recaptag@o para o terminal pré-sinaptico ou para as células
gliais (ROBINSON, 1999). Quando captado por astrocitos, o glutamato pode ser

metabolizado por diversas vias, na qual a formagao de glutamina e a entrada no ciclo dos
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acidos tricarboxilicos sdo quantitativamente mais importantes. A formag¢ao de glutamina ¢
catalisada, de maneira dependente de ATP, pela glutamina sintetase, enzima presente em
astrocitos, com pouca expressdo em oligodendrdcitos e ausente em neurénios. A
glutamina pode ser liberada pelo astrocito e captada pelo neuronio, o qual a convertera
novamente a glutamato pela enzima glutaminase, localizada na mitocondria. O glutamato
formado pode ser entdo novamente armazenado em vesiculas e liberado (ANDERSON &
SWANSON, 2000).

Uma vez liberado, o glutamato atinge altas concentracdes na fenda sinaptica, o
que permite sua agdo sobre seus receptores. Transportadores de alta afinidade presentes
nos astrocitos sdo os responsaveis pela retirada do glutamato do espaco extracelular,
encerrando sua agdo sindptica, pois sua degradacao na fenda sindptica ndo ¢ eficiente,
como ocorre para outros neurotransmissores (TAKAHASHI et al, 1997). Astrocitos e
neurdnios expressam um total de cinco isoformas de transportadores de aminoacidos
excitatorios dependentes de Na'. Dois transportadores astrocitarios ja foram clonados e
denominados de GLAST (glutamate-aspartate transporter) e GLT-1 (glutamate
transporter). Em humanos eles sdo designados como EAATI] ¢ EAAT2 (excitatory
aminoacid transporter). GLT-1 ¢ GLAST sdao amplamente distribuidos no cérebro. O
transportador neuronal de glutamato mais amplamente distribuido no cérebro ¢ o
EAACI1 (homoélogo humano, EAAT3). Ele ¢ encontrado em regides ndo-sindpticas.
Outros subtipos clonados incluem EAAT4, localizado em células de Purkinje e EAATS,
localizado em neurdnios retinianos (ANDERSON et al., 2001). A captacao celular de
glutamato ¢ acoplada ao transporte de Na™ e K, sendo que o transporte de uma
molécula de glutamato para dentro da célula ¢ vinculado a entrada de trés ions Na“ e um
proton e a saida de um fon K° (NEDERGAARD et al, 2002). A funcio dos

transportadores de glutamato ¢ inibida pelo acimulo de espécies reativas de oxigénio,
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perdxido de hidrogénio e peroxinitrito, sendo a regulagdo do estado redox da célula uma
variavel importante na manutencao dos niveis de glutamato na fenda sinéptica (KANAI,
1997).

O excesso de glutamato na fenda sinaptica causa o fendmeno conhecido como
excitotoxicidade, que ¢ um fator comum a vérios distirbios neuroldgicos, incluindo
acidente vascular cerebral, epilepsia, traumatismo cranio encefalico e doencgas
neurodegenerativas (OBRENOVITCH & URENJAK, 1997). Glutamato pode ser
neurotoxico agindo em receptores NMDA, AMPA e, também em seus receptores
metabotropicos (MELDRUM, 2000). A lesdo excitotoxica resulta do excesso de entrada
de Ca* e Na' na célula através dos canais iénicos e pela a¢io suplementar da liberacio de
Ca”" dos reservatdrios intracelulares, levando a um aumento da concentragdo intracelular
de Ca®" (CHOL, 1987). Este Ca®" intracelular ativa uma série de enzimas como proteases,
fosfolipases, 6xido nitrico sintases ou endonucleases que contribuem para a morte celular
(MELDRUM, 2000).

Nocicepgao

O organismo possui diversos sistemas responsdveis pelo controle da
homeostasia, dentre eles a dor tem papel de destaque, pois atua como um mecanismo de
alerta do corpo (WALL, 1999). A dor foi definida pela Associagdo Internacional para o
Estudo da Dor como sendo “uma experiéncia emocional e sensorial desagradavel
associada com uma lesdo tecidual real ou potencial ou descrita em termos de tal lesdo”
(LOESER e MELZACK, 1999). Entretanto, sua percep¢do ¢ complexa e ndo envolve
apenas a transdu¢do de um estimulo nocivo, mas também processos emocionais €
cognitivos (JULIUS e BASBAUM, 2001). A dor ¢ influenciada por fatores tanto

fisiologicos quanto psicoldgicos, por isso, em animais ¢ avaliada de forma indireta. O
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componente fisioldgico da dor ¢ denominado de nocicepcao, assim, modelos animais de
analgesia sdo, de fato, modelos de nocicepcao (TJOLSEN e HOLE, 1997).

Em termos de duragdo, um episoddio de dor pode ser agudo ou cronico. Na dor
aguda, ocorre ativacdo dos nociceptores em resposta a alguma lesdo tecidual.
Persistindo por mais de 6 meses, entdo passa a ser considerada como dor cronica. Da
mesma forma que a dor aguda, a dor cronica também € causada por lesdo ou patologia,
podendo permanecer mesmo depois da repara¢do do tecido (LOESER & MELZACK,
1999).

Existem quatro tipos principais de dor: nociceptiva, por estimulacdo dos
nociceptores localizados na pele, visceras e outros 6rgaos; neurogénica, por dano de
tecido neuronal na periferia ou no sistema nervoso central (“dor central”); neuropatica,
devido a uma disfun¢do ou dano de um nervo ou grupo de nervos; e psicogénica, que
nao ¢ oriunda de uma fonte somatica identificavel (MILLAN, 1999). Quando ocorre um
dano tecidual significativo, a dor ¢ geralmente mais persistente e acompanhada de
inflamacao, podendo levar a um quadro de hipersensibilidade, causado pela ativacao e
sensibilizacdo dos nociceptores periféricos (DRAY, 1997). Em quadros de
hipersensibilidade, pode-se observar a hiperalgesia (resposta aumentada para estimulos
nocivos) e a alodinia (resposta aumentada para estimulos nao nocivos) (MILLAN,
1999). Apesar dos neuronios espinhais possuirem uma relagcdo estimulo-resposta estavel
para estimulos intermitentes, breves e nao nocivos, eles estdo sujeitos a plasticidade
sindptica. Com isso, entradas nociceptivas repetitivas de baixa freqiiéncia ou lesdo
tecidual periférica levam a mudancas funcionais na medula espinhal, tais como aumento
da resposta a estimulos supralimiares, redu¢do do limiar nociceptivo, expansdao do
tamanho do campo receptivo (hiperalgesia secundaria) e descargas neuronais

prolongadas, gerando assim um quadro de hipersensibilidade (MA e WOOLF, 1996).

14



A recepg¢do do estimulo nociceptivo na periferia ocorre em estruturas especificas
situadas nas terminag¢des nervosas distais dos neurdnios aferentes sensitivos,
denominadas nociceptores, amplamente distribuidos na pele, vasos, musculos,
articulagdes e visceras. Os nociceptores sdo receptores sensiveis a diferentes estimulos,
que podem ser térmicos, mecanicos ou quimicos (BESSON e CHAOUCH, 1987,
DRAY, 1997; BESSON, 1999; MILLAN, 1999).

Os corpos celulares dos neurdnios aferentes primarios estdo localizados nos
ganglios da raiz dorsal. Apos emergir de seu corpo celular, o axonio aferente primario
bifurca-se para enviar prolongamentos a medula espinhal e outro para inervar os tecidos
corporais. Os aferentes primarios sao classificados de acordo com critérios funcionais e
anatomicos, entre eles velocidade de condugdo, didmetro e grau de mielinizagdo. Os
neurdnios mais mielinizados, de maior didmetro e que apresentam a maior velocidade
de condugdo sdo as fibras AP. Essas fibras respondem de forma maxima ao leve toque
ou movimento e, normalmente, ndo contribuem para a dor. As fibras de pequeno e
médio didmetro originam a maioria dos nociceptores e incluem as fibras C ndo
mielinizadas e as fibras pouco mielinizadas A9, respectivamente. Estas fibras sdo as
responsaveis por transmitir o estimulo nociceptivo, que ocorre de forma mais lenta do
que aquela observada para as fibras AP. Existem ainda duas classes principais de fibras
AJ, sendo diferenciadas por suas diferencas de resposta a estimulagdo térmica ou lesdo
tecidual. As fibras Ad do tipo I respondem a temperaturas inferiores a 53°C, enquanto
as fibras Ad do tipo II respondem a temperaturas menores que 43°C (PLEUVRY, 1996;
SHELLEY, 1994; MILLAN, 1999; JULIUS e BASBAUM, 2001).

A ativacao dos nociceptores pode ocorrer em decorréncia de estimulos térmicos

que podem ser frio ou calor, estimulos mecanicos com intensidade suficiente para ativar
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as fibras nociceptivas ou por uma série de irritantes quimicos. No entanto, a atividade e
o metabolismo dessas fibras também sdo amplamente regulados por mecanismos
endogenos, como produtos da lesdo tecidual e mediadores inflamatoérios. Muitas
substancias causam ativagdo direta dos nociceptores (por exemplo, bradicinina, ATP,
capsaicina) causando assim uma dor de caracteristica aguda. J4 mediadores
inflamatorios (por exemplo, prostaglandinas) produzem dor por sensibilizar os
nociceptores. Isto acontece pela ativacao de proteinas quinases intracelulares e alteracao
da excitabilidade da membrana, ou indiretamente via sintese e liberacao de outros
reguladores celulares (por exemplo, citocinas). Além disso, uma excitabilidade anormal
causada por inflamagdo ou lesdo neuronal, pode decorrer do aparecimento de novos
canais i6nicos e receptores (DRAY et al., 1994; GUIRIMAND e LE BARS, 1996;
BESSON, 1997; COGGESHALL e CARLTON, 1997; DRAY, 1997; BESSON, 1999;
MILLAN, 1999; RAJA et al., 1999).

Os impulsos nociceptivos chegam através dos aferentes primarios na medula
espinhal, mais precisamente no corno dorsal, area primaria de recebimento da maioria
das informagdes somatossensoriais (COGGESHALL e CARLTON, 1997). O corno
dorsal da medula ¢ uma estrutura dividida em laminas com base em sua citoarquitetura.
As fibras aferentes primarias C e Ad tém suas terminagdes principalmente nas laminas
mais superficiais [ldminas I (zona marginal) e II (substancia gelatinosa)] (BESSON e
CHAOUCH, 1987). A partir dai a informagdo nociceptiva se projeta para o talamo
através de neuronios de segunda ordem, ou neurdnios sensoriais secundarios, formando
as vias ascendentes. Os neurdnios sensoriais secundarios sdo ativados pela liberacao de
glutamato e SP dos aferentes primarios (HILL, 2001). As vias ascendentes mais
importantes sdo: o trato espinotaldmico, o trato espinoreticular e o trato

espinomesencefalico. O organismo também possui mecanismos intrinsecos para o
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controle da dor. Apds a estimulacdo de diferentes nucleos do tdlamo pelas vias
ascendentes, ocorre ativagao de diversas areas do cortex sensorial somatico, substancia
cinzenta periaquedutal (PAG), hipotdlamo, amigdala e cerebelo, onde a informagdo de
presente contexto ¢ integrada com experiéncias do passado e processada para produzir a
percepcao da dor e promover a resposta adequada que ¢ enviada para a medula espinhal
através dos neurdnios descendentes (GUYTON, 1992; BESSON, 1999; CRAIG e
DOSTROVSKY, 1999; MILLAN 1999). A modulagao descendente da informacao
nociceptiva envolve uma série de estruturas cerebrais e sistemas de neurotransmissores,
dentre os quais podemos mencionar os sistemas opidide, serotoninérgico,
noradrenérgico, gabaérgico, glutamatérgico, além de canabinoides enddgenos entre
outras substancias (revisado por MILLAN, 2002).

Observando a ampla expressdo da PrPc e evidéncias crescentes de sua
importancia, ndo s6 no SNC, mas também em outros sistemas, como o imunologico,
consideramos relevante a busca por novas fungdes dessa proteina.

A relagdo entre PrPc e o sistema glutamatérgico vem sendo investigada, ja tendo
sido demonstrado que a auséncia da PrPc em células gliais altera a captagdo de
glutamato dependente de ions sddio. Nosso grupo investigou a captacao sinaptossomal
de glutamato em animais de 3 meses de idade que nao expressam a PrPc, e nao
observamos qualquer alteragdo. No entanto, como citado anteriormente, estes animais
tém alteracdo de memoria dependente de idade, sendo observada apenas nos animais
com 9 meses. Considerando a importante participagdo do sistema glutamatérgico nas
fungdes relacionadas a memoria, € justificdvel procurar alteracdes neste sistema em
animais de idade avangada.

Nao s06 o sistema glutamatérgico, mas também o serotoninérgico ¢ alterado pela

auséncia da PrPc. Lembrando que este ultimo ¢ fundamental para a modulagao
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endogena da dor e que a PrPc também tem relacdo com sistema de fagocitose, o qual
também estd relacionado a nocicepcdo por participar da cascata inflamatoria,
consideramos a hipotese de que a auséncia da PrPc pode modificar a resposta
nociceptiva. Ressaltamos, ainda, o fato de ndo existirem estudos em relacdo a resposta
nociceptiva em animais que ndo expressam a PrPc, e nosso estudo pode contribuir na

compreensdo dos papéis fisioldgicos desta proteina.
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OBJETIVO GERAL

Estudar o transporte ¢ liberagio de L-[’H]glutamato por seus transportadores
neuronais em preparacdes de sinaptossomas obtidas a partir do hipocampo, cortex
cerebral, cortex entorrinal, cerebelo e bulbo olfatério de camundongos que ndo
expressam a proteina prion celular e camundongos selvagens, com idade de 9 meses.

Estudar o perfil de resposta nociceptiva em camundongos que ndo expressam a

proteina prion celular e camundongos selvagens.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a captacio de L-[’H]glutamato total, dependente de sodio e
independente de sddio em sinaptossomas obtidos das regides cerebrais acima citadas, de
camundongos que ndo expressam a proteina prion celular e camundongos selvagens,
com idade de 9 meses.

Avaliar a liberacao basal de L-[3H]glutamato ¢ a liberacao de L-[3H]glutamato
em condi¢des despolarizantes em sinaptossomas obtidos das regides cerebrais acima
citadas, de camundongos que ndo expressam a proteina prion celular ¢ camundongos
selvagens, com idade de 9 meses.

Verificar a resposta nociceptiva de camundongos que nao expressam a proteina
prion celular e camundongos selvagens, em modelos de nocicepcao térmica, quimica e

inflamatoria.
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2. METODOLOGIA

2.1 MATERIAIS

2.1.1 REAGENTES:

Acido morfolino propanosulfonico (MOPS), albumina sérica bovina (BSA),
cloreto de colina, Folin-Ciocalteau, L-glutamato, acido etileno-diamino-tetracético

(EDTA), Adjuvante Completo de Freund e cloreto de sodio da Sigma®.

L-[’H]Glutamato e Percoll da Amersham®.

Ditiotreitol (DTT) da Pharmacia Biotech®.

TRIS-(hidroximetil)-aminometano e HEPES da USB®.

Acido acético e formaldeido da Merck®.

Todos os reagentes utilizados foram de qualidade analitica e obtidos de
fornecedores comerciais padrdo. Para os estudos de nocicepcdo, as drogas foram

diluidas em solugdo de cloreto de sddio 0,9%.

2.1.2 EQUIPAMENTOS

- Agitador de tubos, Phoenix®.

- Analgesiometro térmico, Ugo Basile®.
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- Banho-maria, Biomatic®.

- Centrifuga Refrigerada, Himac CR20B2 — Hitachi®
- Centrifuga, 5804R — Eppendorf®.

- Cintilador Tri-Carb 1600 TR — Packard®.

- Hot plate - modelo-DS 37, Ugo Basile®.

- Potenciometro — DM 20, Digimed®.

- Pletismémetro - Ugo Basile®.

2.2 ANIMAIS

Camundongos machos adultos (idade de 3 meses para estudos de nocicepg¢ao, 9

90 descendentes de animais

meses para estudos de transmissdo glutamatérgica) Prnp
Zrch 1 foram utilizados (BUELLER et al., 1992). Os controles selvagens foram criados
pelo cruzamento de descendentes F1 do acasalamento de 129/Sv X C57BL/6J. Para
confirmar o genotipo dos animais foram realizadas reacdes em cadeia da polimerase
com DNA extraido de suas caudas. As reacdes foram realizadas em temperatura de
anelamento a 60°C e 35 ciclos usando “primers” (5’ATCAGTCATCATGGCGAAC3’)
e (5’AGAGAATTCTCAGCTGGAT CTTCTCCCGTC3’). Foi obtida uma banda de
693 pb correspondente a seqiiéncia do gene Prnp nos animais selvagens enquanto uma

banda de 1.635 pb, que representa o cassete de kanamicina que substituiu o gene Prnp e

identifica os animais Prnp”°. Os animais foram mantidos em grupos de 10 por gaiola
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com acesso livre a comida e 4gua, e mantidos em ciclo de claro e escuro de 12h (luz as
7:00) em temperatura de 20 = 2° C. O guia NIH para cuidados e uso de animais de
laboratorio (NIH Publications No. 80-23, revisado em 1978) foi seguido em todos os

experimentos.

2.3 ESTUDO DA NEUROTRANSMISSAO GLUTAMATERGICA

2.3.1 PREPARACAO DE FRACOES SINAPTOSSOMAIS

A preparagao de sinaptossomas foi adaptada de DUNKLEY e colaboradores
(1988). Os camundongos foram mortos por decapitacdo, o cérebro rapidamente
removido e as estruturas cerebrais, hipocampo, cortex, cortex entorrinal, bulbo olfatorio
e cerebelo, dissecadas em uma placa de Petri a 4° C, e pesadas. As estruturas cerebrais
provenientes de 4 animais foram utilizadas para cada preparacao de sinaptossomas.
Estas estruturas foram individualmente homogeneizadas em Potter de vidro (10 %
peso/volume) a 4° C, em um tampdo composto por sacarose 0,32 M, EDTA 1 mM,
ditiotreitol 0,25 mM, pH 7.,4. As demais por¢des do cérebro foram descartadas. O
homogeneizado foi centrifugado por 10 min a 1.000 g. O sobrenadante foi coletado com
pipeta Pasteur ¢ 2 ml foram aplicados aos tubos preparados com o gradiente
descontinuo de Percoll (23, 15, 7 ¢ 3 %). Os gradientes com a amostra foram entdo
centrifugados por 13 min a 30.000 g. As fracdes 3 (15% Percoll) e 4 (23% Percoll) de
cada tubo foram coletadas, unidas e recentrifugadas por 18 min a 30.000 g. O
precipitado foi novamente ressuspenso e centrifugado por 18 min. a 30.000 g. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado final ressuspenso em tampao HBSS

(solugdo salina tamponada por HEPES), o qual consiste de: HEPES 27 mM; KCI 2,4
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mM; NaCl 133 mM; CaCl, 1,0 mM; K,HPO4 1,2 mM; glicose 12 mM. As preparagdes
de sinaptossomas foram entdo utilizadas para os ensaios de captacdo e liberacdo de

glutamato.

2.3.2 ENSAIO DE CAPTACAO DE L-[*H]GLUTAMATO

A captacdo de glutamato foi realizada conforme previamente descrito
(FONNUM ET AL., 1980; TASCA ET AL., 2004). A reacao foi iniciada pela adi¢ao de
35 wul (100 pg de proteina) da preparagdo de sinaptossomas ao meio contendo L-
[*H]glutamato 100 nM (composto de glutamato nio radioativo e L-[’H]glutamato 49
Ci/mmol) em HBSS com NaCl 200 mM. A incubagdo foi finalizada ap6s 1 minuto por
filtracdo do meio de ensaio através de filtros de fibra de vidro (Millipore 0,45 um). Os
filtros foram rapidamente lavados (3 vezes) com 4 ml de Mops-Tris 10 mM, pH 7,4, a
temperatura ambiente. A captagio especifica e de alta afinidade de L-[*H]glutamato
(dependente de sddio) foi calculada como a diferenca entre a captagdo obtida com o
meio de incubagdo descrito acima (captacdo total) e a captacdo obtida em ensaios
realizados na auséncia de ions sodio, utilizando cloreto de colina em substituicao ao
cloreto de sodio (captagdo independente de sodio). A radioatividade presente nos filtros

foi avaliada em um contador de cintilagdo liquida.

2.3.3 ENSAIO DE LIBERACAO DE L-[°*H]GLUTAMATO

O ensaio de efluxo de glutamato foi adaptado de TAVARES et al. (2002). Foi
realizada a capta¢do conforme descrito acima, por 15 minutos a 35° C na presenca de L-
[*H]glutamato (concentracdo final, 500 nM) e aliquotas de 1,4 mg de proteina de
sinaptossomas. A captagdo foi interrompida por centrifugagdao a 13.000 g por 1 min. O

sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em tampao HBSS sem
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glutamato e novamente centrifugado. O procedimento anterior foi repetido por mais trés
vezes com o intuito de retirar todo o neurotransmissor que ndo tenha sido captado. Por
fim, os sinaptossomas foram incubados a 35° C por 1 min, em condigdes basais ou
despolarizantes (na presenca de KCl 40 mM com redug@o equimolar de Nacl). O efluxo
foi imediatamente finalizado por centrifugacdo por 1 min. a 16.000 g. Os sobrenadantes
e precipitados obtidos foram separadamente avaliados para a radioatividade por
cintilacdo liquida. A quantidade de L-[’H] glutamato liberada (no sobrenadante) foi
calculada como uma percentagem da quantidade total de radioatividade (radioatividade

no sobrenadante adicionada a radioatividade no precipitado).
2.3.4 DOSAGEM DE PROTEINA

A concentragdo de proteina foi determinada pelo método de LOWRY et al.

(1951), usando-se albumina bovina sérica como padrao.
2.3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram avaliados com o teste-T de Student, utilizando o
programa SPSS versdo 10.0 e foram considerados significativos quando p<0,05. Todos

os experimentos foram realizados em triplicatas.
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2.4 ESTUDOS DE NOCICEPCAO

Todos os testes comportamentais foram realizados com camundongos que nao
expressam a PrPc, com idade de 3 meses, usando camundongos que expressam

normalmente a PrPc (selvagens), de mesma base genética, como grupo controle.

2.4.1 NOCICEPCAO INDUZIDA PELO GLUTAMATO

Este modelo foi proposto recentemente por BEIRITH et al. (2002) e analisa o
envolvimento do sistema glutamatérgico, principalmente os receptores NMDA e ndo-
NMDA na transmissdo nociceptiva. A inje¢do de glutamato induz estimulagdo direta
dos neurdnios nociceptivos, causando a liberacdo de vérios mediadores inflamatorios e

neuropeptideos envolvidos na transmissao dolorosa.

Os animais foram colocados individualmente dentro de um funil de vidro
transparente, por um periodo de adaptagdo de, no minimo, 20 minutos e que
posteriormente, foi utilizado para observar a reagdo a dor induzida pelo glutamato,
cronometrando-se a cada 5 min (periodo maximo de 60 min) o tempo que o animal
permaneceu lambendo ou mordendo a pata. Cada animal recebeu 20 ul de solugdo de
glutamato (10 umol/pata) na regido intraplantar da pata posterior direita. O tempo que o

animal levou para lamber ou morder a pata injetada com glutamato foi considerado

como indicativo de dor (BEIRITH et al., 1998).

2.4.2 NOCICEPCAO INDUZIDA PELO ACIDO ACETICO

Embora este seja um modelo de nocicepg¢dao simples e pouco especifico, €
considerado um modelo de dor inflamatoria visceral. A resposta nociceptiva foi

induzida pela inje¢do intraperitoneal de acido acético (0,6%) diluido em solucdo salina
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(0,9%). Basicamente, as contor¢des abdominais consistem na contracdo da musculatura
abdominal juntamente com a extensdo de uma das patas posteriores, de acordo com o
método descrito anteriormente (SANTOS et al., 1999b). Apds a injecao do 4cido acético
os camundongos foram observados em funis de vidro individuais € o nimero de
contor¢des abdominais foi quantificado a cada 5 min em um periodo méximo de 60

minutos.

2.4.3 NOCICEPCAO INDUZIDA PELA FORMALINA

Esse modelo permite avaliar dois tipos distintos de dor: a dor de origem
neurogénica (estimulagdo direta dos nociceptores) e a de origem inflamatéria
(caracterizada pela sensibilizagdo dos nociceptores causada por liberagdo de mediadores
envolvidos na inflamagdo). O procedimento utilizado foi similar ao descrito
anteriormente (SANTOS et al., 1999). Os animais receberam 20 pl de formalina a 2,5%
(0,92% de formaldeido) na regido intraplantar da pata posterior direita. Apos a inje¢ao
de formalina os animais foram colocados, individualmente, em um funil de vidro, ao
lado de um espelho para facilitar a observagdo. O tempo em que o animal permaneceu
lambendo ou mordendo a pata injetada com formalina foi cronometrado, no intervalo de

5 minutos, durante 1 hora, para avaliar a evolu¢ao do processo nociceptivo.

Esse modelo permite evidenciar duas fases de sensibilidade dolorosa: a primeira,
que ocorre durante os primeiros 5 minutos apos a injecdo da formalina (dor de origem
neurogénica), € a segunda, que ocorre entre 15 a 30 min apods a formalina, representando
a resposta tonica a dor, acompanhada de uma resposta inflamatodria relacionada com a

liberagdo de mediadores quimicos da inflamagao (HUNSKAAR & HOLE, 1987).
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2.4.4 ESTIMULO VISCERAL CONDICIONANTE

Os animais foram tratados com &cido acético 0,6%, 0,45 ml, via i.p. com
objetivo de induzir um estimulo visceral condicionante (KURIHARA et al, 2003). Trés
semanas apos a injecdo de 4acido acético ou solucdo salina (grupo controle), foi
examinado estimulo nocivo através da administracdo de 20 pl de formalina a 2,5%
(0,92% de formaldeido) na regido intraplantar da pata posterior direita. Apds a injecao
de formalina os animais foram colocados, individualmente, em um funil de vidro, ao
lado de um espelho para facilitar a observagao. O tempo em que o animal permaneceu
lambendo ou mordendo a pata injetada com formalina foi cronometrado durante 0-5 min
(fase aguda) e 15-30 min (fase tonica) apds a inje¢do, para avaliar a evolugdo do

processo nociceptivo (HUNSKAAR & HOLE, 1987).

2.4.5 INFLAMAGAO (EDEMA) E ALODINIA MECANICA INDUZIDA PELO CFA

Este modelo permite avaliar a evolucdo da nocicepcdo de origem inflamatdria
cronica induzida pela inje¢do de adjuvante completo de Freund (CFA). Os
camundongos foram anestesiados com éter e receberam uma inje¢do intraplantar de 20
uL de CFA (1 mg/ml de Mycobacterium tuberculosis em 85% parafina e 15% manida
monoleato) na pata posterior direita. A dose de CFA utilizada produz significativo

aumento do volume da pata e desenvolvimento de alodinia (FERREIRA et al., 2001).

A avaliacdo do edema foi realizada através de pletismémetro (Ugo Basile) em
varios tempos (basal, 2, 4, 8, 12, 24, 48, 96 ¢ 192 h) e foi expresso (uL) como a
diferenca entre o volume da pata antes (basal) e posteriormente a injecao do CFA (De
CAMPOS et al., 1996; FERREIRA et al., 2001). O aumento do volume da pata foi

utilizado como indicativo do grau de inflamacgao.
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A alodinia mecanica foi medida conforme descrito anteriormente (CHAPLAN et
al., 1994). Esta consiste da aplicacdo de uma for¢a mecanica (em gramas) através do
uso de filamento de Von Frey (VFH, Stoelting, Chicago, USA). A utilizagdo desse
filamento permite aplica¢do de diferentes forcas na pata, e a retirada da pata frente ao
estimulo ¢ considerada como resposta nociceptiva. O grafico obtido representa 50% do
limiar de resposta (retirada da pata) frente a 6 aplicagdes do filamento de Von Frey. A
frequéncia de retirada foi determinada anteriormente a aplicagdo de CFA (basal). A

alodinia mecanica foi observada 2, 4, 8, 12, 24, 48, 96 e 192 h apds a inje¢ao de CFA.

2.4.6 TESTE DA PLACA QUENTE (HOT-PLATE)

O teste da placa quente ¢ um modelo que avalia a laténcia de resposta frente ao
estimulo térmico, ou seja, ¢ um modelo de nocicepgao térmica descrito por WOOLFE &
MACDONALD (1944). Nesses experimentos, o aparelho de placa quente (Ugo Basile,
modelo-DS 37) foi mantido a 50,5°, 55° ou 58°C. Os animais foram colocados num
cilindro de vidro de 24 cm de diametro sobre a superficie aquecida, e o tempo entre a
colocagdo do animal e a resposta nociceptiva (caracterizada pela lambida, mordida e
batidas das patas) foi considerado como laténcia de resposta. Para prevenir lesdo

tecidual foi utilizado um tempo de corte de 30s.

2.4.7 TESTE DE RETIRADA DA CAUDA (TAIL-FLICK)

Um analgesiometro térmico (Ugo Basile) foi utilizado para medir a laténcia de
resposta dos animais de acordo com o método descrito por D'’AMOUR & SMITH
(1941). Para isto, um estimulo luminoso (90 W) foi aplicado na cauda do animal, sendo
que o tempo em segundos que o mesmo levou para remover a cauda, expondo a

fotocélula no aparelho foi cronometrado. Para prevenir lesdo tecidual foi utilizado um
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tempo de corte automdtico de 30s e foram realizadas trés medidas sendo que a média

das mesmas foi calculada para quantificar a laténcia de resposta.

2.4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram avaliados com analise de varidncia de uma via
(ANOVA), com excecdo dos dados obtidos dos estudos de alodinia e edema induzidos
por CFA e do estimulo condicionante visceral, que foram analisados com teste de duas
vias (ANOVA), seguidos pelo teste Student-Newman-Keuls ou teste-T de Student (na
analise de uma via), utilizando o programa Graph Pad Instat versdo 2.05. Os resultados

estdo expressos como média = EPM e foram considerados significativos quando p<0,05.
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3. RESULTADQOS

3.1 ESTUDO DA NEUROTRANSMISSAO GLUTAMATERGICA

A captagio e liberagio de L-[’H]glutamato foram avaliadas em preparagdes de
sinaptossomas obtidas a partir do hipocampo, cortex cerebral, cortex entorrinal,
cerebelo e bulbo olfatorio de camundongos selvagens e camundongos que ndo

expressam a proteina prion celular, com idade avangada (9 meses).

Nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre os
camundongos selvagens ¢ os que ndo expressam a proteina prion celular, na captagdo
sinaptossomal total de L-[’H]glutamato em hipocampo (p = 0,120), cerebelo (p= 0,991),
cortex (p= 0,778), cortex entorrinal (p= 0,783) e bulbo olfatério (p= 0,572); na captagdo
dependente de Na’ em hipocampo (p = 0,193), cerebelo (p= 0,972), cortex (p= 0,733),
cortex entorrinal (p= 0,811) e bulbo olfatério (p= 0,596); ou na captagdo independente
de Na" em hipocampo (p = 0.147), cerebelo (p= 0,884), cortex (p= 0,831), cortex

entorrinal (p= 0,748) e bulbo olfatério (p= 0,883) (Figura 1).

Também ndo foram observadas diferengas significativas na liberacdo basal de
L-[’H]glutamato em sinaptossomas obtidos de hipocampo (p = 0,263), cerebelo (p=
0,742), cortex (p= 0,867), cortex entorrinal (p= 0,807) e bulbo olfatorio (p= 0,850); e na
liberacgio de L-[’H]glutamato estimulada por despolarizacio (aumentando a
concentracdo de K") em hipocampo (p = 0.228), cerebelo (p= 0,880), cortex (p= 0,960),
cortex entorrinal (p= 0,685) e bulbo olfatério (p= 0,669), entre os camundongos

selvagens e os que ndo expressam a proteina prion celular (Figura 2).
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Figura 1. Avaliacdo da captacdo de L-[*H]glutamato em preparacbes de
sinaptossomas obtidas a partir de hipocampo, cerebelo, cortex cerebral, cortex
entorrinal e bulbo olfatério de camundongos que ndo expressam a proteina prion
celular e selvagens. A captacio total de glutamato, independente de Na“ (Na-ind) e
dependente de Na' (Na-dep) foi avaliada em sinaptossomas obtidos a partir do
hipocampo (A), cerebelo (B), cortex cerebral (C), cortex entorrinal (D) e bulbo olfatério
(E) de camundongos selvagens (Prnp +/+) e que ndo expressam a PrPc (Prnp o/0), com
idade de 9 meses. A captagdo de glutamato estd expressa em pmol/mg proteina/min. Os
dados representam média + desvio padrio de cinco experimentos independentes
realizados em triplicatas. Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi

observada entre os grupos de Prnp +/+ e Prnp o/o.
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Figura 2. Avaliacdo da liberacdo de L-[°H]glutamato em preparacdes de
sinaptossomas obtidas a partir de hipocampo, cerebelo, cortex cerebral, cortex
entorrinal e bulbo olfatério de camundongos que ndo expressam a proteina prion
celular e selvagens. A liberagdo basal de glutamato foi realizada em concentragdes
fisiologicas de KCl (basal) e a liberagdo estimulada por despolarizagdo foi realizada na
presenga de 40 mM KCI no meio de incubagdo (desp) em sinaptossomas obtidos a partir
do hipocampo (A), cerebelo (B), cortex cerebral (C), cortex entorrinal (D) e bulbo
olfatério (E) de camundongos selvagens (Prnp +/+) e que ndo expressam a PrPc (Prnp
0/0), com idade de 9 meses. Os resultados estdo expressos como a porcentagem de
liberagdo em relagdo ao total de L-[’H] glutamato captado. Os dados representam média
+ desvio padrdo de cinco experimentos realizados em triplicatas. Nenhuma diferenca

estatisticamente significativa foi observada entre os grupos de Prnp +/+ ¢ Prnp o/o.
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3.2 EsTuDOS DE NOCICEPCAO

Os dados apresentados nas Figuras 3 e 4 indicam que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos de camundongos selvagens e
camundongos que ndo expressam a proteina prion celular na nocicep¢ao induzida pelo
glutamato. No estudo da nocicep¢ao inflamatoria visceral induzida pelo acido acético
observou-se que animais que ndo expressam a proteina prion celular foram mais
responsivos que animais selvagens (Figuras 5 e 6). Desta forma, esses resultados podem
indicar que a auséncia da expressao da proteina prion celular parece ser relevante para a

evolucdo da inflamagao induzida pelo acido acético.
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Figura 3. Avaliacdo temporal da nocicepcéo induzida por Glutamato em
camundongos que ndo expressam a proteina prion celular e selvagens. Avaliagdo
temporal da nocicepgdo induzida pela injegdo i.pl. de glutamato (10 Hmol/pata) em
animais selvagens (circulo fechado) e que ndo expressam a proteina prion celular
(circulo aberto). Os resultados representam média = EPM de oito animais e a andlise

estatistica entre os grupos foram realizadas através de ANOVA uma via.
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Figura 4. Nocicepcdo induzida por Glutamato em camundongos que nao
expressam a proteina prion celular e selvagens. Nocicep¢ao induzida pela inje¢ao
i.pl. de glutamato (10 Hmol/pata) durante 15 minutos, em animais selvagens (barra
escura) e que ndo expressam a proteina prion celular (barra clara). As colunas indicam
média + EPM de oito animais e as andlises estatisticas entre os grupos foram realizadas

através de ANOVA uma via.
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Figura 5. Avaliacdo temporal da nocicep¢do induzida pelo acido acético em
camundongos que ndo expressam a proteina prion celular e selvagens. Avalia¢ao
temporal do nimero de contor¢des abdominais induzidas pela injecdo i.p. de acido
acético em animais selvagens (circulo fechado) e que ndo expressam a proteina prion
celular (circulo aberto). Os resultados representam média = EPM de seis animais. Os
simbolos denotam diferenga significativa entre os grupos selvagem e que ndo expressam
a proteina prion celular *p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001 (ANOVA uma via, seguida de

teste t de Student).
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Figura 6. Nocicep¢do induzida pelo &cido acético em camundongos que nao
expressam a proteina prion celular e selvagens. Resposta nociceptiva (contorgdes
abdominais) induzida pela injecdo i.p. de acido acético durante 20 minutos, em animais
selvagens (barra escura) e que nao expressam a proteina prion celular (barra clara). As
colunas indicam média + EPM de seis animais. Os simbolos denotam a diferenca
significativa entre os grupos selvagem e que ndo expressam a proteina prion celular

*#%p<0.001 (ANOVA uma via, seguida de teste t de Student).
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Os resultados apresentados nas Figuras 7 e 8§ mostram que também ndo houve
diferenga entre os grupos de camundongos selvagens e camundongos que ndo
expressam a proteina prion celular na nocicep¢do induzida pela formalina, tanto na
nocicepcdo neurogénica (primeiros 5 minutos) quanto na inflamatoria (15 a 30
minutos). Quando avaliados os resultados do estimulo visceral condicionante, observa-
se uma diferenca significativa entre os grupos submetidos previamente, ou ndo, ao
estudo de nocicepgdo induzida pelo &cido acético, somente nos camundongos selvagens.
O grupo selvagem que foi submetido ao teste com acido acético apresenta um menor
numero de manifestagdes dolorosas no teste com a formalina, tanto na fase de
nocicepcao neurogénica (fasel) quanto na fase inflamatdria (fase 2), em comparacio ao
grupo selvagem que recebeu apenas o teste com a formalina. Entre os grupos de
camundongos que ndo expressam a proteina do prion celular ndo houve diferenca

significativa (Figura 9).
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Figura 7. Avaliagdo temporal da nocicep¢do induzida pela formalina em
camundongos que ndo expressam a proteina prion celular e selvagens. Avaliagdo
temporal da nocicep¢do induzida pela injecdo i.pl. de formalina 2,5% (0,92%
formaldeido) em animais selvagens (circulo fechado) e que ndo expressam a proteina
prion celular (circulo aberto). Os resultados representam média £ EPM de oito animais e

as analises estatisticas entre os grupos foram realizadas através de ANOVA uma via.
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Figura 8. Primeira e segunda fases da nocicep¢do induzida pela formalina em
camundongos que ndo expressam a proteina prion celular e selvagens. Primeira fase
(0-5 min) e segunda fase (15-30 min) da nocicep¢do induzida pela injecdo i.pl. de
formalina 2,5% (0,92% formaldeido) em animais selvagens (barra escura) e que nao
expressam a proteina prion celular (barra clara). As colunas indicam média + EPM de
oito animais e as analises estatisticas entre os grupos foram realizadas através de

ANOVA uma via.
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Figura 9. Nocicepcdo induzida pela formalina apds estimulo visceral condicionante em
camundongos que ndo expressam a proteina prion celular e selvagens. Primeira fase (0-5
min) (A) e segunda fase (15- 30 min) (B) da nocicepg¢do induzida pela injecdo i.pl. de formalina
2,5% (0,92% formaldeido) em animais selvagens e que ndo expressam a proteina prion celular,
submetidos a um estimulo visceral condicionante, por administracdo i.p. de acido acético 3
semanas antes. As colunas indicam média + EPM de oito animais pré-tratados com salina i.p.
(barra clara) ou acido acético (barra escura). Os simbolos denotam a diferenga significativa
*p<0,05 entre os grupos que receberam, ou nao, o estimulo condicionante; e #p<0,05 entre
grupos selvagem e que ndo expressam a proteina prion celular. Dados analisados com teste de

duas vias (ANOVA), seguidos pelo teste Student-Newman-Keuls.
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A injecdo intraplantar de CFA produziu uma alodinia duradoura nos animais
testados, porém nao observamos diferenga significativa entre camundongos selvagem e
que ndo expressam a proteina prion celular (Figura 10). Avaliando a inflamagado
(edema) induzida pelo CFA, demonstrou-se que, apos 2 horas da injecdo de CFA, todos
os animais tiveram aumento de volume da pata, em relacdo ao volume basal. No entanto
os camundongos que ndo expressam a proteina prion celular desenvolveram menor
edema, quando comparados aos animais selvagens, a partir de 8 horas apos a inje¢ao

(Figurall).
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Figura 10. Avaliagdo temporal da alodinia induzida por adjuvante completo de
Freund (CFA) em camundongos que ndo expressam a proteina prion celular e
selvagens. Avaliagdo temporal da resposta ao estimulo mecanico (alodinia) através do
filamento de Von Frey frente a inflamacdo induzida pela injecdo i.pl. de CFA em
animais selvagens (circulo fechado) e que ndo expressam a proteina prion celular
(circulo aberto). Os resultados representam média £+ EPM de oito animais. O simbolo
denota diferenga significativa entre grupo selvagem e knockout *p<0.05. Dados
analisados com teste de duas vias (ANOVA), seguidos pelo teste Student-Newman-

Keuls.
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Figura 11. Avaliacdo temporal do edema induzido por adjuvante completo de
Freund (CFA) em camundongos que ndo expressam a proteina prion celular e
selvagens. Avaliagdo temporal para o desenvolvimento do edema de pata frente a
inflamacao induzida pela injecao i.pl. de CFA em animais selvagens (circulo fechado) e
que ndo expressam a proteina prion celular (circulo aberto). Os resultados representam
média £ EPM de oito animais. O simbolo denota diferencga significativa entre grupos
selvagem e que ndo expressam a proteina prion celular *p<0.05. Dados analisados com

teste de duas vias (ANOVA), seguidos pelo teste Student-Newman-Keuls
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Pode-se observar que no teste da placa quente ocorreu diferenca significativa
entre os grupos de animais selvagens e que ndo expressam a proteina prion celular na
temperatura de 55°C, onde os camundongos que ndo expressam a proteina prion celular
apresentaram maior laténcia de resposta, o que indica maior resisténcia ao estimulo
térmico aplicado (Figura 12). Resultado semelhante foi obtido no teste de retirada da
cauda, onde novamente o grupo de animais que ndo expressam a proteina prion celular

teve maior laténcia de resposta ao estimulo aplicado (Figura 13).
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Figura 12. Teste da placa quente (hot-plate) em camundongos que ndo expressam a
proteina prion celular e selvagens. Avaliacdo da resposta nociceptiva frente a
estimulo térmico induzido pela placa quente (hot-plate) em animais selvagens (barra
escura) e que ndo expressam a proteina prion celular (barra clara). As colunas
representam média £ EPM de sete animais. O simbolo denota diferenca significativa
entre os grupos selvagem e que ndo expressam a proteina prion celular *p<0.05

(ANOVA uma via, seguida do teste t de Student).
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Figura 13. Teste de retirada da cauda (tail-flick) em camundongos que nao
expressam a proteina prion celular e selvagens. Avaliagdo da resposta nociceptiva
frente a estimulo térmico induzido pela radiagdo luminosa (90 W) na cauda (tail-flick),
em animais selvagens (barra escura) e que ndo expressam a proteina prion celular (barra
clara). As colunas representam média £+ EPM de sete animais. O simbolo denota
diferenca significativa entre os grupos selvagem e que ndao expressam a proteina prion

celular *p<0.05 (ANOVA uma via, seguida do teste t de Student).
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4. DISCUSSAO

A proteina prion celular, PrPc, ¢ uma glicoproteina de membrana, expressa em
diversos tipos celulares, cujas fungdes fisiologicas tém sido amplamente investigadas
nos ultimos anos. Sua importancia no desenvolvimento de doencas causadas pela
proteina infecciosa, scrapie (PrPsc), chamadas encefalopatias espongiformes
transmissiveis, vem sendo elucidada. Sabe-se que a infec¢do somente ocorre quando a
célula expressa a PrPc, pois a PrPsc usa sua estrutura e transforma a proteina normal em
uma proteina infectante, processo com mecanismo ainda pouco conhecido (PRUSINER,
1998). Entre as caracteristicas das doencas causadas por prions esta uma marcada
neurodegeneragdo. Existem autores que propdem que esta neurodegeneragdo pode estar
acontecendo devido a perda de fungdo da PrPc, facilitando ocorréncia de lesdes por
estresse oxidativo e excitotoxicidade glutamatérgica (BROWN et al, 1999; BROWN
2001). A PrPc parece contribuir também na homeostase do sistema serotoninérgico,
agindo como moduladora do acoplamento e regulacdo entre receptores 5-HT em células
serotonérgicas (MOUILLET-RICHARD et al, 2004).

Além de sua expressdo abundante no SNC, a PrPc também € expressa por
diversos tipos celulares, como ja citado anteriormente. Assim, discute-se que sua fungao
nao deve ser exclusiva de neurdnios. Evidéncias recentes indicam um papel da PrPc na
modulagdo da fagocitose in vivo e in vitro (de ALMEIDA et al, 2005).

A produg¢do de animais que ndo expressam a PrPc foi uma ferramenta
fundamental para o estudo de possiveis fungdes fisiologicas desta proteina. Neste estudo
foram utilizados camundongos que ndao expressam a PrPc, da linhagem Zrchl, e
camundongos com mesma base genética, que expressam a proteina, como grupo

controle. Foram realizados estudos de transporte sinaptossomal de glutamato em
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camundongos com idade de 9 meses, e estudos de nocicep¢do em animais de 3 meses de
idade, com objetivo de contribuir na identificacdo dos papéis fisiologicos da PrPc tanto

no SNC, quanto no Sistema Nervoso Periférico (SNP).

Neurotransmissdo glutamatérgica

Neste estudo, investigamos a atividade dos transportadores neuronais de
glutamato, e se esta poderia ser alterada pela auséncia da PrPc. Nenhuma alterag¢do foi
observada na captagio e liberagdo de L-[’H]glutamato por sinaptossomas obtidos do
hipocampo, cerebelo, cortex cerebral, cortex entorrinal e bulbo olfatorio de
camundongos que nao expressam a PrPc, com idade de 9 meses (Figs. 1 e 2).

O envolvimento do sistema glutamatérgico nas doengas causadas por Prions vem
sendo demonstrado ao longo dos anos. Estudos de unido de MK-801 em hipocampo de
camundongos inoculados com PrPsc mostram uma redugao nos sitios de unido para este
antagonista nao-competitivo de receptores NMDA, o que ocorre antes do aparecimento
de sintomas, podendo indicar sinais de um processo neurodegenerativo (DIEZ et al,
2001). Em coculturas de neurdnios cerebelares e astrocitos, o tratamento das mesmas
com o peptideo PrP106-126, um peptideo sintético que corresponde ao nucleo da PrPsc,
estimula mudangas na composi¢ao dos receptores NMDA, causando morte celular
através do aumento da toxicidade glutamatérgica (SASSOON et al, 2004). Estudos de
imunohistoquimica em cérebros de pacientes com Doenga de Creutzfeldt-Jacob
mostram uma alteragdo importante e seletiva na expressdo de receptores de
neurotransmissores cruciais no SNC, apontando para uma vulnerabilidade maior dos
receptores glutamatérgicos nesta patologia (FERRER & PUIG, 2003).

Alteragdes no sistema glutamatérgico também foram observadas em animais que

ndo expressam a PrPc. Em culturas de células gliais, astrocitos tipo 1 destes
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camundongos apresentam reducdo na captagio de glutamato dependente de Na', sem
alterar a captacdo independente de ions Na' (BROWN & MOHN, 1999). O transporte
de glutamato ¢ dependente de transportadores de aminodcidos excitatorios (EAATS). A
captagdo independente de ions so6dio ocorre, principalmente, pelo transportador EAAT4,
que ¢ dependente de ions cloreto. Estudos demonstraram que a expressdo deste
transportador ndo ¢ alterada nos camundongos que ndo expressam a PrPc (YUKITAKE
et al, 2003), o que pode explicar os resultados obtidos anteriormente em relagdo a
captacdo de glutamato independente de Na'. Animais que ndo expressam a PrPc
apresentam reducdo na resposta locomotora induzida pela injecdo intra-peritoneal de
MK-801 (COITINHO et al, 2002).

A auséncia de alteracdo significativa na captacao e liberacao de glutamato em
sinaptossomas observada neste estudo, poderia sugerir que o acumulo de glutamato na
fenda sinaptica nao estaria relacionado a excitabilidade neuronal aumentada em
camundongos que nao expressam a PrPc. No entanto, ja foi demonstrado que a auséncia
da PrPc promove uma redugdo na captacao de glutamato em culturas de astrocitos.
Além disso, neuronios cerebelares em culturas obtidas destes animais, sdo mais
sensiveis a toxicidade de glutamato, o que poderia sugerir que auséncia da PrPc,
contribui para o aumento da excitabilidade neuronal (BROWN & MOHN, 1999).

Os transportadores neuronais de glutamato foram clonados e sdo designados
EAAT3, amplamente expresso em neuronios, EAAT4, encontrados em neurdnios de
Purkinje no cerebelo, e EAATS encontrados na glia e em neurdnios da retina (SIMS &
ROBINSON, 1999). No entanto, foi demonstrado que o transportador de glutamato
EAAT?2 (ou GLT-1), presente em astrocitos, pode também contribuir para a captacao de
alta afinidade por glutamato em preparacdes sinaptossomais de roedores (SUCHAK et

al., 2003). Em certas condigdes fisiopatoldgicas, como isquemia aguda e crises
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epilépticas, a neurotoxicidade do glutamato pode ser potencializada devido a falha ou
alteragdo na atividade dos transportadores de glutamato (DANBOLT, 2001).

Considerando que a inibi¢do da sintese do transportador de glutamato neuronal,
EAATS3, pela administragdo cronica de oligonucleotideos ‘““antisense” produziu uma
discreta neurotoxicidade e convulsdes (ROTHSTEIN et al., 1996), ¢ razodvel supor que
os transportadores sinaptossomais de glutamato poderiam apresentar alteragdes na sua
atividade, ou eventualmente na sua expressao, em camundongos que ndo expressam a
PrPc, e que sdo mais propensos a inducdo de crises epilépticas (WALZ et al., 1999).
Um estudo anterior realizado em nosso laboratério ja havia demonstrado que ndo
existem alteracdes no transporte sinaptossomal de glutamato em camundongos que nao
expressam PrPc com idade de 3 meses (THAIS, 2005; THAIS et al., 2006). Testes
comportamentais, especificamente tarefas de esquiva inibitéria, realizados em
camundongos que ndo expressam a PrPc e em ratos submetidos a inje¢des intra-
hipocampais de anticorpo anti-PrPc, evidenciaram que a PrPc também estd envolvida na
aquisicdo e retencdo de memoria, mas de forma dependente da idade. Estes animais
foram testados nas idades de 3 e 9 meses, e 0 que se observou ¢ que, aqueles animais de
9 meses de idade, tiveram alteracdes em tarefas de avaliagdo da memoria de curto e
longo prazo. J4 os animais na idade de 3 meses nao apresentaram qualquer prejuizo na
aquisicdo de memoria (COITINHO et al, 2003). Levando em conta estes dados,
testamos a hipdtese de uma possivel alteracao no transporte sinaptossomal de glutamato
de maneira dependente da idade dos animais. Nossas observagdes novamente nao
demonstraram qualquer alteragdo no transporte sinaptossomal de glutamato em
camundongos que nao expressam PrPc aos 9 meses de idade.

No entanto, comparando com os resultados prévios de nosso grupo (THAIS et

al, 2006), observamos que houve um aumento na captagdo total e na captagao
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dependente de s6dio em animais de 9 meses em relagdao aos de 3 meses de idade, assim
como houve aumento na liberacdo de glutamato em condi¢des basais e despolarizantes.
Estas alteragdes foram evidenciadas tanto em animais que expressam, quanto nos que
ndo expressam a PrPc, sendo que as diferengas no transporte de glutamato foram
exclusivas da idade (THAIS et al, 2006). Em relacdo as diferengas na captacdo de
glutamato em animais de idade avancada, os resultados sdo discordantes na literatura.
Enquanto alguns autores mostraram redu¢do nos niveis de captacdo de glutamato em
animais mais velhos (VATASSERY et al., 1998), a maioria dos estudos ndo encontram
alteracdes no transporte de glutamato relacionados a idade (PALMER et al., 1994;
SANCHEZ-PRIETO et al., 1994). A liberacao de glutamato também ¢ controversa em
relagdo as diferengas de idade. Enquanto alguns autores nao observaram alteragdes
(PALMER et al., 1994; SANCHEZ-PRIETO et al., 1994), outros encontraram um
aumento na liberacdo de glutamato, basal e estimulada por K', em ratos de 12 meses de
idade (LHULLIER et al., 2004). No entanto, nenhum destes estudos foi conduzido com
animais de 9 meses de idade, nem avaliaram estruturas cerebrais independentemente,
aspectos que devem ser considerados ao comparar resultados. Assim, podemos concluir
que a PrPc nao esta criticamente envolvida no transporte neuronal de glutamato.

Em concordancia com nossos achados, YUKITAKE e colaboradores (2003),
usando uma linhagem diferente de camundongos com delecao para o gene Prnp (Ngsk),
também observaram que ndo houve alteracdo nos niveis de RNAm dos transportadores
EAAT4 de neuronios cerebelares em animais que ndo expressam a PrPc. No entanto,
considerando que a captagdo de glutamato dependente de Na' em astrocitos que ndo
expressam PrPc ¢ diminuida (BROWN & MOHN, 1999), e que a expressao dos
transportadores de aminoacidos excitatorios € diferente entre células gliais e neuronais

(também entre culturas celulares e fragdes subcelulares), sugerimos a possibilidade de
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que a captacdo astrocitaria de glutamato esta alterada na auséncia da PrPc, enquanto o
transporte neuronal de glutamato (captagdo e liberacdo sinaptossomais) nao ¢ alterado
com a delecao do gene Prnp.

Recentemente, foi também demonstrado um aumento nos niveis de RNAm de
subunidades do receptor NMDA no giro denteado de camundongos que ndo expressam
a PrPc quando comparados ao tipo selvagem (MAGLIO et al., 2004). Outras
anormalidades previamente reportadas nestes animais poderiam contribuir para a
hiperexcitabilidade incluindo: a) perda da condutincia de correntes de K" ativadas por
Ca™, com redugio na amplitude de hiperpolarizagdo, levando a alteragdo de
propriedades celulares intrinsecas de células piramidais no hipocampo (COLLING et
al., 1996); b) inibicdo anormal do receptor GABA-A no hipocampo, que poderia
contribuir para um estado hiperexcitdvel (COLLINGE et al., 1994); c¢) reorganizagao
das fibras musgosas no hipocampo, semelhante ao observado na epilepsia do lobo
temporal relacionada com a esclerose hipocampal (COLLING et al, 1997); d) mudancas
na atividade de ectonucleotidases no hipocampo e neocortex, resultando em niveis mais
baixos de hidrolise de ADP, possivelmente levando a niveis mais baixos do
anticonvulsivante enddgeno adenosina, na fenda sinaptica (PEREIRA et al., 2001,
BONAN et al., 2000a;b).

Apesar da possivel correlagdo tedrica entre transportadores neuronais de
glutamato, excitabilidade neuronal e excitotoxicidade neural, o transporte neuronal de
glutamato parece estar funcionalmente normal apds a dele¢do do gene Prnp. Assim,
podemos concluir que a PrPc ndo ¢ crucial para o transporte neuronal de glutamato, ou
sua auséncia foi compensada de maneira eficaz nesses animais estudados. Mesmo sendo

resultados negativos, acreditamos que estes dados podem contribuir para a compreensao
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dos papéis fisioldgicos da PrPc, pois mostram claramente que esta proteina ndo esta

envolvida de modo critico em uma fun¢@o neuroquimica fisiologicamente importante.

Estudos de Nocicepgao

A transmissdo nociceptiva compreende uma rede neuronal complexa, distribuida
em sistemas periférico, espinal e supra-espinal, e ocorre pela agdo de
neurotransmissores, neuromoduladores e mensageiros intracelulares (JULIUS &
BASBAUM, 2001; JI & STRICHARTZ, 2004). Considerando que a PrPc vem sendo
reconhecida como uma proteina importante para a funcdo e homeostasia de sistemas de
neurotransmissores, ¢ ainda sua ampla expressao em neuronios, bem como em outras
células, ¢ surpreendente o fato de ainda ndo existirem dados referentes a sua funcdao no
sistema nociceptivo. Neste estudo demonstramos que a PrPc ¢ necessaria para produgao
de respostas comportamentais normais em relacao a dor.

Animais que nao expressam a PrPc apresentaram menor sensibilidade ao
estimulo térmico no teste de retirada da cauda em relagdao aos animais controle (Fig. 13).
No teste da placa quente esta hipoalgesia foi observada apenas na temperatura de 55° C,
0 mesmo nao ocorrendo para estimulos térmicos leve (50,5° C) e intenso (58° C) (Fig.
12). As respostas produzidas por estes estimulos térmicos parecem ser geradas por vias
diferentes de integracao. Aquelas produzidas pelo estimulo da placa quente dependem
de integracao supra-espinal (CHAPMAN et al, 1985; LE BARS et al, 2001), enquanto
as observadas no teste de retirada da cauda correspondem a uma reacgao reflexa espinal
(SINCLAIR et al, 1988; LE BARS et al, 2001). A razdo para o efeito analgésico
observado na auséncia da expressao da PrPc ndo ¢ clara. Tem sido sugerido na literatura
que, em média, 45 % das fibras de pequeno (fibras C) e médio (fibras Ad tipo 1I)

didmetro que se projetam para o corno dorsal da medula exibem correntes evocadas por
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temperaturas mais baixas (~45° C), enquanto 5 a 10 % dos neurénios (fibras Ad tipo 1)
respondem a temperaturas a partir de 52° C, e ndo sdo sensiveis a capsaicina (JULIUS &
BASBAUM, 2001). Assim, a auséncia da PrPc pode estar afetando apenas um tipo
especifico de fibras, principalmente aquelas com maior mielinizagao.

Neste contexto, a PrPc ndo parece estar envolvida na modulacdo de resposta
referente as fibras C, sensiveis a capsaicina. Em camundongos que ndo expressam a
PrPc ndo houve qualquer alteragcdo na resposta produzida pela inje¢do intraplantar de
formalina, tanto na fase aguda quanto na fase tardia (Figs. 7 e 8). As respostas
observadas neste teste sdo reguladas, pelo menos parcialmente, pelas fibras C sensiveis
a capsaicina (McCALL et al, 1996; SANTOS & CALIXTO, 1997). Também nao foram
observadas alteragdes nas respostas comportamentais de camundongos knockout para
PrPc no teste de nocicep¢do induzida pelo glutamato (Figs. 3 e 4). Estudos prévios
demonstram que a nocicepg¢ao induzida pelo glutamato ¢ mediada por fibras C sensiveis
a capsaicina (BEIRITH et al, 2003).

E importante lembrar que a condugdo dos estimulos nociceptivos ao corno dorsal
da medula se d4 através dos neurdnios aferentes primarios, classificados de acordo com
o didmetro e mielinizacdo de suas fibras. As fibras de pequeno e médio didmetro
originam a maioria dos nociceptores e incluem as fibras C ndo mielinizadas e as fibras
pouco mielinizadas Ad, respectivamente (MILLAN, 1999). A mielinizacdo no SNP
ocorre através das células de Schwann, as quais emitem prolongamentos
citoplasmaticos que envolvem os axonios individualmente, cobrindo-os com mielina.
Existem evidéncias mostrando que as células de Schwann requerem a formacao de uma
lamina basal para envolver e mielinizar os axonios adequadamente. Lamininas sdo os
principais componentes da matriz extra-celular e parecem ser especialmente importantes

neste processo de mielinizagdo no SNP. Estudos in vitro demonstraram que ¢ necessaria
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deposicdo de laminina para mielinizagdo axonal em modelo de cocultura de neurdnios e
células de Schwann (YU et al, 2005).

A delecao do gene que codifica um receptor de laminina, presente na célula de
Schwann, chamado distroglicano, altera a organizagdo da mielina em nervos periféricos,
reduzindo a velocidade de condug@o nestes nervos e alterando respostas a estimulos
dolorosos nestes animais. Isto indica que uma adequada intera¢do entre célula de
Schwann e laminina pode ser fundamental para o funcionamento adequado do SNP
(SAITO et al, 2003). Também a dele¢ao da propria laminina, especificamente da cadeia
v-1, leva a alteragdes importantes na mielinizagdo do SNP (YU et al, 2005). A PrPc
também foi caracterizada como receptor de laminina, ligando-se especificamente a um
decapeptideo carboxi-terminal, presente na cadeia y-1 da mesma. Esta interacdo PrPc-
laminina promove sinais neuroprotetores, facilitando a sobrevivéncia e diferenciacdo
neuronal (GRANER et al, 2000). Nossas observagdes apontam para um papel
importante da PrPc no funcionamento normal de fibras mielinizadas, as quais tiveram
alteragdo nos seus limiares de resposta nos camundongos que nao expressam a PrPc, o
que nao foi evidenciado nas respostas de fibras ndo mielinizadas.

Diferentemente do observado para estimulos térmicos, camundongos que nao
expressam PrPc apresentam maior sensibilidade a dor induzida pelo acido acético, um
modelo de dor visceral inflamatodria (Figs. 5 e 6). A administragdo de acido acético
intraperitoneal ativa macréfagos e mastocitos residentes na cavidade abdominal,
causando liberagdo de mediadores inflamatorios endogenos, como bradicinina,
substancia P, prostandides e citocinas (fator de necrose tumoral- TNF-a, interleucinas-
IL-1B3, IL-8) (COLLIER et al, 1968; RIBEIRO et al, 2000). Assim, a nocicep¢ao
induzida por &cido acético ¢ bastante dependente da presenca e atividade de macrofagos

e mastocitos. Estudos demonstraram que animais que ndo expressam a PrPc apresentam
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um aumento da fagocitose dependente de macréfagos, e a administragdo intraperitoneal
de substancias quimicas pré-inflamatdrias causa um maior recrutamento de macrofagos,
quando comparados a animais que expressam a PrPc. Ou seja, a PrPc regula
negativamente a fagocitose (de ALMEIDA et al, 2005). Estes dados sd3o consistentes
com nossa observacao de que estes animais que ndo expressam a PrPc mostraram
sensibilidade aumentada a nocicep¢do induzida pelo acido acético (maior nimero de
contor¢des abdominais), o que pode ser explicado, a0 menos em parte, por maior
recrutamento e atividade de macrofagos peritoneais, aumentando a liberacdo de
substancias pro-inflamatdrias, resultando em maior ativagdo de nociceptores viscerais.

Ao contrario do que ocorre no modelo de dor visceral induzida por acido
acético, onde o recrutamento de macréfagos ¢ fundamental, no modelo de edema e
inflamacao induzidos por CFA, as respostas sao determinadas, principalmente, pela
infiltracdo de células polimorfonucleares (F.C. MEOTTI, comunicagdo pessoal). Neste
estudo observamos uma atividade pro-inflamatéria da PrPc relativa a estas células
especificas do sistema imune, pois animais que nao expressam esta proteina
desenvolveram menos edema, em comparagdo aos animais selvagem (Fig. 11). Esta
resposta estd de acordo com dados de literatura, que mostram que, nos camundongos
onde o gene Prnp foi deletado, ha um menor recrutamento de células
polimorfonucleares (neutréfilos e eosinodfilos) (de ALMEIDA et al, 2005). Assim, a
PrPc parece ter atividades distintas em relacdo ao recrutamento e fungao das células do
sistema imune, regulando negativamente os macréfagos e a fagocitose, e positivamente
as cé¢lulas polimorfonucleares, o que se reflete na sensibilidade diferenciada a dor em
animais que nao expressam esta proteina em modelos de dor inflamatéria.

Outra evidéncia importante de nosso estudo, indicando que a PrPc ¢ necessaria

para respostas adequadas aos estimulos nociceptivos, estd no modelo de
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condicionamento visceral induzido por acido acético. Utilizando este modelo, estudos
prévios demonstraram que a inje¢do intraperitoneal de 4cido acético induz uma inibi¢ao
da dor somadtica inflamatéria de longa duracdo (2 a 3 semanas) em camundongos
CS57BL/6J. Esta antinocicepgdo € provocada, principalmente, pela ativacdo do sistema
serotoninérgico na medula espinal. Estudos in vivo e in vitro mostraram que a
administracdo de dcido acético por esta via ocasiona um aumento na expressao de RNA
mensageiro dos receptores 5-HTzanc na medula espinal (KURIHARA et al, 2003).
Ativacdo de receptores 5-HT, da medula produz antinocicep¢do através da
despolarizagdo de interneurdnios inibitdrios, como neurdnios GABAérgicos e/ou
glicinérgicos. Além disso, a serotonina despolariza os terminais centrais de neurdnios
aferentes primadrios, inibindo a transmissao sinaptica entre estes aferentes nociceptivos
primarios e neurdnios de segunda ordem do corno dorsal da medula espinal
(SUGIYAMA & HUANG, 1995; MILLAN, 1997; KHASABOV et al, 1999). Assim, a
serotonina tem papel fundamental na antinocicepcdo que ocorre no modelo de
condicionamento visceral induzido por acido acético. Nossos resultados evidenciam que
a administracdo de acido acético intraperitoneal, vinte dias antes da inducdo de
nocicep¢ao pela administragdo intra-plantar de formalina, levou a uma reducdo da
resposta nociceptiva observada neste ultimo teste, tanto na primeira quanto na segunda
fase, em camundongos que expressam normalmente a PrPc (Fig. 9).

Por outro lado, os animais que ndo expressam a PrPc ndo tiveram este efeito
antinociceptivo, evidenciando um papel da PrPc na plasticidade sindptica no controle da
dor. Estudos mostram associacdo da PrPc com o sistema serotoninérgico. A ligagao da
PrPc cancela a estimulacdo da fosfolipase C pelo receptor 5-HT,a, reduz a inibi¢do da
adenilato ciclase mediada pelos receptores 5-HT gp, € potencializa a ligagdo do

receptor 5-HT,g a fosfolipase A2. Ou seja, a PrPc age como moduladora dos

62



acoplamentos e regulacdo entre receptores 5-HT indicando que esta proteina contribui
para a homeostase de fungdes relacionadas a serotonina (MOUILLET-RICHARD et al,
2004). Considerando estes dados, podemos extrapolar nossas observagdes no sentido de
que, a delecdo do gene Prnp leva a alteragdes no sistema serotoninérgico, o qual ¢
extremamente importante nos processos de regulacdo central da dor, e,
consequentemente, impede que ocorra a inibi¢do da neurotransmissdo nos neurdnios
aferentes primarios.

Nossos resultados demonstram, pela primeira vez na literatura, que a PrPc tem
papel importante nos mecanismos de transmissdo nociceptiva. Observamos que a PrPc
apresenta interacdo com o sistema serotoninérgico de controle central da dor, sua
presenca parece ser fundamental na conducdo de estimulos pelas fibras aferentes
mielinizadas, e mecanismos de nocicep¢ao inflamatéria tém intima relagdo com sua

func¢do regulatoria sobre as células do sistema imune.

63



6. CONCLUSOES

Nio foram detectadas diferengas significativas na captagdo de L-[*’H]glutamato
total, dependente de Na" ou independente de Na', em preparacdes sinaptossomais
obtidas do hipocampo, cerebelo, bulbo olfatdrio, cortex cerebral e cortex entorrinal de
camundongos selvagens e que ndo expressam a proteina prion celular, com idade de 9
meses.

Nao foram detectadas diferengas significativas na liberacdo basal de L-
[*H]glutamato ¢ na liberagdo de L-[*H]glutamato induzida por despolariza¢io, em
preparagdes sinaptossomais obtidas do hipocampo, cerebelo, bulbo olfatério, cortex
cerebral e cortex entorrinal de camundongos selvagens e que ndo expressam a proteina
prion celular, com idade de 9 meses.

Nao houve diferenca entre camundongos selvagens e que ndo expressam a
proteina prion celular na nocicepgao induzida por glutamato.

Na nocicepgao inflamatéria visceral induzida pelo acido acético observou-se
que animais que ndo expressam a proteina prion celular foram mais responsivos que
animais selvagens, indicando que a PrPc tem papel regulador da funcao inflamatéria
dependente de macréofagos.

Nao houve diferenga entre os grupos de camundongos selvagens e camundongos
que ndo expressam a proteina prion celular na nocicepcao induzida pela formalina, tanto
na nocicep¢do neurogénica (primeiros 5 minutos) quanto na inflamatoria (15 a 30
minutos).

Camundongos que expressam a proteina prion celular apresentam redugdo da
nocicep¢ao induzida pela formalina, nas duas fases do teste, quando submetidos ao

estimulo visceral condicionante. Camundongos que ndo expressam a proteina prion
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celular ndo demonstraram este efeito, evidenciando que a PrPc ¢ importante para e
regulacdo do controle descendente da dor.

Na inflamagao induzida por CFA, camundongos que ndo expressam a proteina
prion celular apresentaram menor edema que animais selvagem, indicando um possivel
papel regulador de inflamacao da PrPc.

Nos modelos de nocicepcdo térmica (placa quente e retirada da cauda),
camundongos que ndo expressam a proteina prion celular tiveram maior limiar de
resposta, em comparagdo com animais que expressam a proteina. No teste da placa
quente esta diferenga foi observada apenas na temperatura de 50,5° C. Isto demonstra a

participagdo da PrPc na transmissao nociceptiva de fibras sensitivas mielinizadas.
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