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RESUMO

Lectinas sdo proteinas ligantes de carboidratos de origem ndo imune, que
aglutinam células e/ou precipitam glicoconjugados. Sua abundincia na natureza e a
facilidade de serem obtidas fez com que passassem a ser utilizadas como ferramentas
valiosas para detecgdo, isolamento e caracterizagdo de glicoproteinas soliveis ou de
membrana. Seu uso tem permitido detectar glicoproteinas envolvidas nas diferentes
etapas do desenvolvimento. Na neurogénese cerebelar, por exemplo, lectinas tém sido
usadas para detectar e diferenciar componentes moleculares envolvidos nos processos de
proliferagdo, diferenciagdo, migragdo celular e formagdo sinaptica. Poderiamos citar,
como exemplo tipico dessas ferramentas, a lectina KM, extraida da semente de jaca
(Artocarpus integrifolia), recentemente purificada que apresenta especificidade para
D(+)mannose e propriedade de induzir a migra¢do de neutrofilo por mecanismos
haptotatico. Seus ligantes tém sido identificados na superficie e no citoplasma de células
endoteliais, na superficie de células epiteliais alveolares, na membrana basal e no tecido
conjuntivo intersticial de pulmao de rato.

No presente trabalho, a KM™ foi usada como uma ferramenta nova para
identificar glicoconjugados no tecido nervoso. No cerebelo de rato, ligantes dessa lectina
foram estudados usando histoquimica e Western blotting, para determinar sua expressao
espago-temporal durante a ontogenia cerebelar, assim como a sua identidade.

Os resultados obtidos indicam que no estagio do desenvolvimento pré-natal a
marcacdo obtida usando biotinil-KM" foi fraca e restrita a matriz extracelular. Durante a
corticogénese cerebelar no pés-natal, ligantes de KM foram detectados em todas as
camadas corticais e exibiram expressdo desenvolvimento-dependente, que no citoplasma
das células de Purkinje apresentou pico em P15. As camadas granular e molecular
apresentaram expressdo moderada de ligantes de KM durante o desenvolvimento pos-
natal. As células estrelares e em césto mostraram um aumento de expressao de ligantes
de KM" a partir de P18. Na camada germinativa externa a marcagdo foi detectada na
matriz extracelular. A marcacdo obtida usando biotinil-KM™ foi essencialmente reduzida

ou abolida por D(+)-manose, ou aglcares que a contém, mas ndo por D(+)-galactose.
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Estudos de fragdes cerebelares usando Western blot mostraram que KM'
reconhece trés bandas com Mr 140, 83 e 49 kDa, de natureza ndo foi identificada, que
foram marcadas no homogeneizado cerebelar. A banda de 49 kDa foi observada
unicamente na fragdo particulada, e as bandas de 140 and 83 kDa foram detectadas nas
fragGes particulada e solivel. KM marcou também duas outras bandas de proteinas com
Mr > 205 kDa que co-migram com a laminina EHS e que foram reconhecidas por
anticorpo  anti-laminina. A expressio desta laminina-like ligante de KM foi
desenvolvimento dependente.

Resultados histoquimicos indicaram que a expressdo de ligantes de KM*, em
todas as camadas cerebelares, foi desenvolvimento dependente e especifica para D(+)-
manose. Analise de Western blot mostrou que o perfil das bandas de proteinas marcadas
durante a ontogenia cerebelar também foi desenvolvimento dependente. A deteccdo de
duas bandas com Mr >205 kDa, que co-migram com a laminina EHS, sugere que a

laminina € um dos ligantes cerebelares da lectina KM,
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A ontogénese cerebelar € um importante topico da biologia do desenvolvimento
nao somente por enfocar aspectos da proliferagdo, diferenciagdo e migrag¢do celular mas
também por englobar os mecanismos moleculares envolvidos nesses processos. O
cerebelo apresenta um sistema apropriado para o estudo do desenvolvimento neural
devido ao pequeno numero de tipos neuroniais, arranjo estereotipado e€ ao grande
nimero de células granulares. Seu desenvolvimento se estende por dois periodos
relativamente longos, um pré- e outro pos-natal (ALTMAN, 1978, ALTMAN, 1972a, b,
¢), com tempo de origem de populagdes neuroniais conhecido. Nesses periodos, o
modelo mais utilizado para se estudar, por exemplo, os apectos envolvidos na migragio
celular esta nas c€lulas granulares; isto porque sdo encontradas em grande quantidade no
cerebelo, o que permite que, através de sistemas experimentais in vivo e in vitro, se
identifiquem moléculas importantes para o fendmeno de reconhecimento/adesio
(HATTEN & LIEM, 1981; GAO & HATTEN, 1993).

Os processos que ocorrem durante as etapas do desenvolvimento neural, como,
por exemplo, a migragdo radial das células granulares para o interior do cerebelo ao
longo da fibra glial, envolvem eventos interagdo célula-célula ou célula-matriz
(SIDMAN & RAKIC, 1973, KUCHLER et al, 1989, SHARON et al, 1993;
CAMERON et al., 1997). Esses eventos podem ser mediados por glicoconjugados
presentes na matriz extracelular (ECM), os quais desempenham um papel importante em
eventos fisiologicos do desenvolvimento, como na migragao celular, no crescimento de
axonios e dendritos, na sinaptogénese etc (DODD et al,, 1990, TOMASELLI et al,
1991). Para caracteriza-los, lectinas vegetais tém sido utilizadas (HATTEN & SIDMAN,
1977, HATTEN & FRANCOIS, 1977; HUCK & HATTEN, 1981). Esta caracterizagio
tem auxiliado o entendimento do desenvolvimento neural.

Recentemente, um tipo de lectina extraida da semente de jaca (Artocarpus
integrifolia), denominada KM, foi purificada e apresentou propriedade de induzir a
migragdo de neutrofilos através de mecanismo haptotatico (SANTOS-DE-OLIVEIRA et
al., 1993). Os ligantes da KM foram localizados na superficie luminal e no citoplasma

de células endoteliais, na superficie de células epiteliais alveolares, na membrana basal
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e no tecido conjutivo intersticial (GANIKO et al, 1998). Os dominios de
reconhecimento de carboidratos da molécula de KM estdo diretamente envolvidos na
interagdo com glicoconjugados tanto da superficie do neutréfilo como da matriz
extracelular, jo que D-manose inibe essa ligagdo. Além disso, verificou-se que a
laminina € um glicoligante de KM' em tecido pulmonar (GANIKO et al., 2001,
submetido a publicagio).

Tendo em vista o interesse de nosso laboratério nos estudos do
desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC), particularmente do cerebelo, e o
potencial da lectina KM como ferramenta para auxiliar o entendimento desse processo,

no presente trabalho nos propusemos estudar a expressio de ligante(s) da lectina KM".
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REVISAO DA LITERATURA

0 Cortex cerebelar

A organizag@o estereotipada do cortex cerebelar e o pequeno numero de tipos
celulares tém auxiliado no entendimento dos sucessivos estagios da ontogénese
cerebelar ¢ dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos no desenvolvimento
neural. A grande quantidade de neurdnios granulares do cerebelo torna possivel analisar
os diferentes estagios de seu desenvolvimento, os quais envolvem a migrag¢do, a
maturagdo, a diferenciagdo e a extensdo dos processos dendritico e neuro-axonais
durante a ontogénese (HATTEN & HEINTZ, 1995). Um outro fator importante, que
facilita o estudo do cerebelo, € a sua estrutura laminar relativamente simples, que
compreende, no adulto, apenas 3 camadas: a camada molecular (MOL), a camada
granular interna (GL) e a camada de células de Purkinje (PCL), contendo 5 tipos
principais de neurdnios: células de Purkinje, células granulares, células de Golgi, células

estreladas e celulas em césto.

Desenvolvimento do cortex cerebelar

O primordio cerebelar se origina da eminéncia lateral no metencéfalo, a placa
cerebelar, e apresenta duas matrizes germinativas: o neuroepitélio e a camada
germinativa externa (ALTMAN, 1982). A maioria dos neurénios que compdem o
cerebelo sio gerados no romboencéfalo e se localizam, apos migragdo ordenada, a
distancias consideraveis de seu sitio de nascimento (SIDMAN & RAKIC, 1973;
RAKIC, 1990). As primeiras células geradas durante o desenvolvimento sdo as células
da glia radial, com processo que se estende por toda a espessura do tubo neural, fazendo
contato com a superficie pial e servindo como substrato para a migragdo neuronial
(RAKIC, 1972; LAMING et al., 2000). O alinhamento de neurénios pos-mitoticos com
um sistema de fibras da glia radial direcionam a migragdo (HATTEN, 1999).

O desenvolvimento embrionario do cerebelo pode ser dividido em duas etapas.
A primeira etapa compreende a formagdo de células dos nucleos profundos e células de
Purkinje, no neuroepitélio (ALTMAN, 1982; ALTMAN & BAYER 1985¢c; HATTEN,
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1999). Estas ultimas sdo geradas entre os dias embrionarios (E) 13 e 16, se diferenciam e
migram ao longo de fibras da glia radial em dirego a superficie pial (ALTMAN,1982).
O final da produg@o de células de Purkinje encerra a primeira etapa do desenvolvimento
cerebelar em E16. A segunda etapa do desenvolvimento inicia em E17 e termina antes
do nascimento (E21) e € marcada por dois eventos: a formagio da camada germinativa
externa e a migragdo das células de Purkinje em diregdo a superficie pial, dando inicio a
corticogénese (ALTMAN, 1982).

As células precursoras das granulares surgem inicialmente no labio rémbico,
uma regido proliferativa localizada na regido caudo-lateral da placa cerebelar (ALDER
etal, 1996; ALTMAN & BAYER, 1997, HATTEN, 1999; WINGATE HATTEN, 1999,
e WINGATE, 2001). Essas células movem primeiramente rostralmente e proliferam na
superficie cerebelar sendo denominada camada germinativa externa (EGL) (RYDER et
al, 1994, HATTEN, 1999). Em E17 as células da EGL se espalham rapidamente no
sentido caudo-rostral sob a superficie pial do cerebelo alcangando a regido anterior entre
os dias E20-E21 (ALTMAN, 1982). No periodo pés-natal, células da EGL proliferam
rapidamente e comegam a migrar para o interior do cerebelo (migragdo radial). Nesse
periodo a EGL esta subdividida em zona proliferativa e pré-migratoria. Na zona pré-
migratéria, as células apresentam formato alongado e estio orientadas paralelamente ao
eixo longitudinal do “folium” cerebelar com dois processos originados nos polos
opostos da soma, as fibras paralelas (RAKIC, 1971; ALTMAN, 1972a). As células
posicionadas na proximidade da MOL adquirem formato arredondado e emitem um
terceiro processo que penetra na MOL - processo lider (RAKIC, 1971). Essas células
migram radialmente, de forma ordenada e sequencial, ao longo da fibra radial ou fibra
de Bergman, atravessando a camada molecular para formar a (GL) onde residem no
cerebelo adulto (RAKIC, 1971). Recentemente foi demonstrado (KOMURO & RAKIC,
1998; KOMURO et al., 2001) que as células granulares, ao se desprenderam da fibra
radial, mudam seu formato, sua velocidade e seu modo de movimento em resposta a
instrugdes ambientais, sugerindo que ha moléculas que auxiliam esse processo de

migracdo. A migragdo e adesdo celulares podem ser influenciadas por moléculas
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presentes na matriz extracelular e na superficie de células neuroniais e de fibras

nervosas.

Matriz Extracelular

A matriz extracelular além de conferir sustentagdo e firmeza aos tecidos e
orgdos apresenta componentes moleculares que desempenham um papel importante na
morfogénese do sistema nervoso, mediando a interagdo, diferenciagdo, proliferagdo e
migragdo de neurdnios periféricos e centrais (ISAHARA & YAMAMOTO, 1995).
Moléculas da superficie das células neuroniais tém sido identificadas como reguladoras
da migragdo e estdo envolvidas na interagdo neurdnio-neurdénio ou célula-neurénio,
funcionando como fator de reconhecimento, adesdo, sinaliza¢do e ou motilidade celular
(ANTON et al., 1996).

A interagdo entre células ou célula-matriz, na indug¢do da migragdo ou morte
celular programada durante o desenvolvimento, € influenciada por varias proteinas
extracelulares que se ligam a proteoglicanos (PGs) e/ou glicosaminoglicanos (GAGs),
tais como laminina, fibronectina, CAMs, B-amiloide e fatores de crescimento de
fibroblastos (BOVOLENTA & FERNAUD-ESPINOSA, 2000).

Glicosaminoglicanos s3o cadeias polissacaridicas ndo ramificadas compostas de
unidades de dissacarideos. Sdo chamados GAGs porque um dos seus residuos de
agucares na unidade dissacaridica € sempre um aminoagucar (N-acetilglicosamina ou N-
acetilgalactosamina) (ALBERTS et al., 1994). Se ligam covalentemente a proteinas
formando proteoglicanos. Assim, o proteoglicano €é uma glicoproteina com
caracteristicas especiais € pode ser distinguido de outras glicoproteinas pela natureza,
quantidade e arranjo de suas cadeias de agicar (ALBERTS et al., 1994).

Dentre as proteinas de matriz extracelular, a laminina tem papel importante no
desenvolvimento. Formada por 3 cadeias polipeptidicas diferentes (o, B e y) unidas por
pontes dissulfeto e arranjadas em forma de cruz, a laminina € uma molécula altamente
glicosilada que ocorre predominante nas membranas basais. Ha pelo menos 5 tipos de
cadeia a, que diferem no tamanho e na estrutura. A combinag¢do dessa cadeia com as

diferentes cadeias B e y resulta em diferentes isoformas de laminina (TIMPL, 1996,
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FERLETTA & EKBLOM, 1999). Poderiamos citar como exemplo, a isoforma da
laminina de camundongo com cadeia = 900 kDa, que ¢ constituida por uma cadeia o
(400-440 kDa) associada a cadeias B e y (cada uma com 200-220 kDa) e que foi isolada
de tumor de Elgelbreth-Holm-Swarm (EHS) (TIMPL, 1989: BECK et al,, 1990). A
cadeia o da laminina apresenta um dominio globular na extremidade carboxi-terminal
capaz de se ligar a heparina, ao heparan sulfato e ao colageno tipo IV.

A laminina participa de vérias atividades biologicas, incluindo adesio,
crescimento e diferenciagdo. No desenvolvimento ela se liga a glicosaminoglicanas e
medeia a adesdo celular. A laminina tem sido localizada no tecido nervoso e durante o
processo de migragdo neuronial, ela ¢ expressa na glia radial e interage com receptor do
tipo B-integrina, que participa no processo de migragdo neuronial (LAMING et al.,
2000). Essa glicoproteina € encontrada ao longo do caminho migratério, desde o inicio
da migragdo neuronial sendo depositada na fibra da glia radial de forma puntata,
facilitando o movimento neuronial (LAMING et al., 2000).

Alguns autores sugerem (LIESI, 1990, GOLDFINGER et al., 1999) que para
adesdo ao substrato, a laminina deve se associar ao fator tissular de ativagdo do
plasminogénio (tPA), que medeia a clivagem das cadeias de laminina. Em mamiferos, a
laminina estéa localizada na superficie das células e se liga a proteina pridnica, formando
um complexo macromolecular com integrinas e interagindo com o receptor da proteina
pridnica PrP° (RIEGER et al,, 1997, GRANER, 2000). A interagdo de laminina com
células endoteliais e astrocitos é mantida por membros da familia das integrinas e de
receptores da matriz extracelular (WAGNER & GARDNER, 2000). Essa interagdo entre
PrP° medeia a adesdo celular e a neuritogénese.

Durante o desenvolvimento, interagdes complexas e dinimicas ocorrem entre
neur6nio e ambiente. Essas interagdes em geral controlam alguns eventos da
morfogénese neural (GOODMAN, 1994). Glicoproteinas de adesio participam de tais
eventos, antes de formar o contato celular, elas também medeiam a geragdo e transdugdo
de sinais através da membrana celular. A superficie celular tem papel importante no
reconhecimento e adesdio celular € em uma variedade de processos celulares. No

desenvolvimento, ocorre uma mudanga na composi¢do e distribuigdo de glicoproteinas
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na superficie. Essas alteragdes podem ser detectadas usando lectinas que se ligam a
glicoproteinas presentes na matriz extracelular (GOODMAN, 1994). Devido a essa
propriedade, lectinas como Con A e Jacalina, tém sido usadas como sondas para detectar

variagoes na expressdo de ligantes de lectina (LI et al., 1992).

Reconhecimento celular

Evento central de uma varidade de fendmenos bioldgicos, o reconhecimento
celular € ainda a primeira etapa de numerosos processos baseados nas interagdes célula-
célula, tais como embriogénese e migragdo celular. O reconhecimento celular
inadequado pode causar doengas, promover o crescimento € a motilidade celular
descontrolados, caracteristico de transformagao neoplasica (SHARON & LIS, 1989).

A alta seletividade requerida para o reconhecimento € proporcionada por
interagdes estereoquimicas especificas entre moléculas complementares, onde umas
trazem informagdes bioldgicas e outras as decodificam.

A hipotese de que carboidratos de superficie pudessem desempenhar um papel
importante no reconhecimento celular fez com que as lectinas, conhecidas ha mais de
100 anos por sua propriedade de ligagdo especifica com carboidrato, fossem
consideradas candidatas a decodificadoras da informagdo biolégica contida nos

acucares, motivando o desenvolvimento de pesquisas no campo da lectinologia.

Lectinas

A primeira descrigdo na literatura cientifica de uma lectina foi realizada por
Stillmark (1888), que ao estudar a toxicidade de semente de mamona (Ricinus
communis) obteve um extrato que provocava aglutinagdo em hemacias animais de
diferentes espécies animais (LIS & SHARON, 1986). O principio ativo, com
propriedade de aglutinar hemacias em vasos sangiiineos, foi isolado e posteriormente
denominado ricina. A partir de entdo, um nimero cada vez maior de substincias
semelhantes a ricina, com atividade aglutinante, foi descoberto em outras plantas, sendo

denominadas aglutininas.
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Alguns autores (RENKONEN, 1948; BOYDE & REGUERA, 1949) mostraram
haver aglutininas vegetais com seletividade especifica para os diferentes grupos
sangiiineos do sistema ABO. No entanto, a denominagdo lectina (do latim Jegere, que
significa escolher, eleger, selecionar) para designar aglutininas vegetais foi proposta
somente em 1954 por Boyde & Shapheigh, baseados nas descri¢oes de seletividade
dessas substancias para os diferentes grupos sanguineos.

Considera-se que as lectinas correspondam a um grupo de proteinas
estruturalmente muito diverso, com capacidade de se ligar a oligossacarideos, com
grande especificidade. A importdncia das lectinas na natureza estd claramente
demonstrada através da sua homologia conservada durante a evolugio (LIS &
SHARON, 1986).

A abundéncia dessas proteinas fez com que passassem a ser conhecidas como
ferramentas valiosas para detecgdo, isolamento e caracterizagio de glicoproteinas
soliveis ou de membrana, além de servirem para caracterizagdo das por¢des carboidrato
dessas glicoproteinas, assim como o acompanhamento de mudangas que ocorrem nos
agucares da superficie das células em processos como desenvolvimento, diferenciagéo e
transformacdo neoplasica (LIS & SHARON, 1986, SHARON & LIS, 1989; SHARON,
1993).

A agdo de lectinas como mediadores do reconhecimento celular em grande
namero do sistema biologico, como os de adesdo de virus, bactérias e protozoarios as
células hospedeiras e de leucocitos a células endoteliais, multiplicou o interesse por esse
tipo de proteina. Esse aumento no interesse pelo campo da lectinologia, fez com que
diversas lectinas fossem conhecidas e caracterizadas.

Dois aspectos da organizag¢do destas lectinas auxiliam na compreensio do papel
que exercem. O primeiro se refere ao fato de que a atividade ligante a agicar ¢ atribuivel
a uma porgdo limitada da molécula, correspondendo a um dominio globular de
reconhecimento de carboidrato (CRD), com menos de 200 aminoacido. O segundo
aspecto se refere ao fato de que os CRDs de muitas lectinas relacionam-se entre si,
quanto a sequéncia de aminoacido, o que faz com que possam ser reunidas em um
numero relativamente pequeno de grupos (WEIS & DRICKAMER, 1996).
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A andlise da estrutura tridimensional de lectinas de plantas, enzimas, e
proteinas de transporte periplasmatico de bactérias permitiu diferenciar os sitios de
ligagdo a carboidrato das lectinas dos sitios de ligagdo das enzimas e das proteinas.

Os sitios de ligagdo CRDs correspondem a fendas rasas ou ranhuras na
superficie da proteina, diferentes de sitios mais profundo de ligagdo que envolvem o
agucar, encontrados em algumas enzimas e proteinas periplasmaticas (VYAS, 1991). As
lectinas podem apresentar ligagdo covalente ou ndo covalente de duas ou mais cadeias
polipeptidicas, resultando em formas multiméricas. Em geral, cada cadeia polipeptidica
ou subunidade apresenta um CRD (LORIS, 1995).

As lectinas sdo fregiientemente classificadas de acordo com a especificidade de
ligagdo a monossacarideos ou dissacarideos, podendo ser divididas em pequenos grupos
(manose, galatose, N-acetilglicosamina, N-acetilgalactosamina, L-fucose e acido N-
acetil-neuraminico) de acordo com o monossacarideo que € o inibidor mais especifico da

aglutinag@o de eritrocitos ou precipitagdo de carboidrato (LIS & SHARON, 1986).

Jacalina e KM"

A aglutinagdo de hemacias de diferentes espécies de animais, provocada pelo
extrato bruto da semente de Artocarpus integrifolia, foi observada por Bunn-Moreno &
Campos-Neto (1981), sugerindo, entdo, a presenga de lectina(s) nesse extrato.

Estes dois pesquisadores, ao investigarem o papel mitogénico do extrato bruto
da semente de jaca, observaram que o extrato bruto estimulava atividade mitogénica
para monocitos, respostas de proliferagdo de linfocitos T e ativagdo policlonal de
linfécitos B do sangue humano. A lectina presente no extrato bruto foi denominada
jacalina.

A jacalina apresentou também interagdes seletivas com a imunoglobulina A
(IgA) do soro humano mas nio se ligou a IgG ou IgM, passando a ser identificada como
uma ferramenta importante no isolamento dessa classe de imunoglobulina (ROQUE-
BARREIRA & CAMPOS-NETO, 1985).

Dentre as atividades desencadeadas pelo extrato bruto da semente de jaca
(BUNN-MORENO & CAMPOS-NETO, 1981, ROQUE-BARREIRA & CAMPOS-



36 Expressdo de ligantes da lectina KM durante a ontogénese cerebelar do rato

NETO, 1985), pelo menos uma — a atividade mitogénica — ndo foi atribuivel & jacalina.
A jacalina purificada ndo produzia a resposta proliferativa desencadeada pelo extrato
bruto. A existéncia de uma segunda lectina no extrato de Artocarpus integrifolia foi
demonstrada por Miranda-Santos e colaboradores (1991) e por Santos-de-Oliveira e
colaboradores (1994), que evidenciaram as atividades mitética e indutora de migracao
de neutrofilos, respectivamente. Essa segunda lectina foi denominada KM

Estudos posteriores demonstraram que KM" ¢ uma lectina com especificidade
por D-manose, que apresenta massa molecular aparente de 52 kDa. Ela é um tetrimero
formada pela associagdo ndo covalente de subunidades de 13 kDa, cada uma das quais
tem um CRD, que apresenta 57% de identidade com a sequéncia de aminoacidos da
jacalina (ROSA et al., 1999). Portanto, KM" e jacalina apresentam 57% de identidade e
14% de similaridade. A base molecular do reconhecimento de carboidratos por KM", e
em particular a natureza do mecanismo seletivo que confere 4 jacalina a flexibilidade de
aceitar as formas epiméricas de C4 (D-manose, D-glucose ou D-galactose), enquanto
KM" ndo liga a D-galactose, foram baseadas na modelagem molecular de KM" por
homologia a estrutura tridimensional de jacalina (ROSA et al., 1999). O residuo Asp 141
do sitio de ligagdo de KM~ parece ser fundamental na distingdo em D-manose e D-
galactose (ROSA et al., 1999).

Ao contrario de jacalina e de uma outra lectina MPA (aglutinina Maclura
pomifera), as lectinas manose-especificas como KM e calsepa, ndo sofrem clivagem
pos-traduc@o. Devido a isso, KM" apresenta um peptideo “linker” que impede a ligagao
a D-galactose.

KM" ¢, ainda, uma molécula que apresenta estrutura rigida, estavel, numa
ampla gama de condigdes, que incluem elevagio de temperatura, presenga de agentes
caotropicos e alto pH (ROSA et al., 1999). Estudos sobre a especificidade da ligagio de
KM mostraram que entre os monossacarideos, ela apresenta maior afinidade de ligagdo
a D-manose em realagdo a D-glicose e N-acetil-glicosamina. Ja entre oligossacarideos,
ela liga-se preferencialmente a manotriose: Manl-3[Mana1-6]Man. Em termos de
especificidade, a KM difere consideravelmente das outras lectinas ligantes de manose,

por ligar-se fracamente a Manca.1-2Man, por ndo apresentar aumento de afinidade de
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ligagdo a oligossacarideos fucosilados, e por apresentar ligagdes com menor afinidade a
estruturas manooligossacaridicas que apresentam xilose com ligagdo B1-2. Outra lectina
com especificidade por D-manose, concanavalina A (Con A), reconhece Manal-2 com
alta afinidade em relagio a Mana1-6 ¢ Mana1-3 (MISQUITH et al., 1994, RANI et al.
1999; RANI et al., 2000). A especificidade de ligagdo de KM" a torna uma ferramenta
potencial no isolamento e caracterizagdo de glicoconjugados (MISQUITH et. al., 1994).

O estudo da atividade biologica da lectina KM™ purificada mostrou que esta
apresenta importante atividade indutora da migragdo de neutréfilo in vivo na cavidade
peritonial de ratos, € in vitro (neutrofilo humano) e aglutina hemacias (SANTOS-DE-
OLIVEIRA et al., 1994). A indugdo deve-se a interagdo entre o sitio de ligagdo a aglicar
da lectina e um glicoconjugado da superficie do neutrofilo, uma vez que a atividade
atraente de KM~ € inibida por de D-manose (SANTOS-DE-OLIVEIRA et al., 1994),
portanto, esta atividade é dependente do CRD da lectina (GANIKO et al., 1998).

A disponibilidade de KM" homogénea e de anticorpos anti-KM" purificados
por afinidade tem permitido a detecgdo de seus ligantes em tecidos animais, como pele e
pulmio. Recentemente, Ganiko e colaboradores (2001, submetido a publicagdo), usando
microscopia confocal e eletronica, demonstraram que KM™ co-localiza com laminina em
vasos e no endotélio alveolar — esta lectina tem localiza¢do celular na membrana basal
vascular e no endotélio alveolar pulmonar. A KM liga-se a vasos e tecido conjuntivo
frouxo de pele de rato e também interage com a superficie de neutrofilos humanos,
sendo essa interagdo inibida por D-manose e potencializada por heparam sulfato
(GANIKO et al, 1998), mostrando assim que a lectina KM  interage de modo
dependente dos CRDs com componentes glicosilados tanto da superficie do neutréfilo
como da ECM.

Outras lectinas usadas como sonda em histoquimica tém permitido também
estudar o papel de carboidratos durante o desenvolvimento normal (GRIFFITH &
SANDERS, 1991; WILSON, 1995, QUONDAMATTEQO et al., 2000). Diversos tipos de
carboidratos aparecem em diferentes estagios do desenvolvimento. Interagdes
intercelulares s3o essenciais para o desenvolvimento normal (CHANGEUX &
MIKOSHIBA, 1978). Essas interagdes podem ser mediadas, conforme descrito
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anteriormente, por diversas glicoproteinas como N-CAM e citotactina presentes, por
exemplo, durante a migragdo das células granulares cerebelar da EGL para a GL
(CHOUNG et al., 1987). Complexos carboidrato e proteina ligante de aglicar, como
lectina endogena, nos compartimentos intra e extracelular, podem representar um
mecanismo para reconhecimento celular no desenvolvimento cerebelar de mamiferos
(JOUBERT et al., 1989; KUCHLER et al., 1990).

Assim, considerando que a ontogénese cerebelar requer a expressio de
glicoproteinas de reconhecimento/adesdo, estudamos a expressio de ligante(s)

endogeno(s) da lectina KM no cerebelo de rato em desenvolvimento.
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OBJETIVOS
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A presente investigagao objetivou:

1))

2)

3)

4)

Estudar e caracterizar de ligantes da lectina KM no cerebelo de rato
adulto;

Determinar o decurso espago-temporal da expressdo de ligantes da lectina
KM durante o desenvolvimento cerebelar, a fim de correlacionarmos com

0s eventos ontogenéticos;

Avaliar se a interagdo da lectina KM™ com o tecido cerebelar ocorre via

dominio de reconhecimento de carboidrato;

Identificar os possiveis ligantes da lectina KM em cerebelo.
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MATERIAIS E METODOS
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1. Lectina KM purificada por cromatografia de afinidade

A purificagio de KM foi realizada com base no protocolo descrito por Santos
de Oliveira et al., (1994). O p6 de semente de Artocarpus integrifolia, cedido pela Prof*.
Dr* Maria Cristina Roque-Barreira, foi suspendido em tampao fosfato de sodio 10 mM,
pH 7.4, contendo NaCl 150 mM. Esta suspensdo foi incubada por 1 hora, sob agitagdo
constante, apos o que foi centrifugada a 12,000 g (Sorvall RC-5C) por 10 min, a 4°C
(rotor SS34). O primeiro sobrenadante foi separado, o precipitado foi ressuspendido em
tampao fosfato de sodio 10 mM, pH 7,4, contendo NaCl 150 mM e incubado por 24
horas a 4°C, sob agitagdo constante. A solugdo foi centrifugada novamente a 12000 g
(Sorvall RC-5C) por 10 min a 4°C (rotor SS34), o segundo sobrenadante foi coletado
(extrato bruto, EB), concentrado e dialisado contra tampao fosfato de sodio 10 mM, pH
7.4, contendo NaCl 150 Mm, utilizando membrana YM10 (Amicon® Division, W.R.
Grace & Co, Beverly, MA). As fragdes do EB foram aliquotadas, estocadas a —20°C e
submetidas posteriormente a cromatografia de afinidade em coluna de Sepharose-D-
galactose e Sepharose-D-manose.

Para separarmos a lectina KM™ da jacalina, ambas presentes no extrato de
Artocarpus integrifolia, amostras do EB foram aplicadas a uma coluna (6,5 x 0,9 cm) de
agarose-D-Galactose (Pierce Chemical Co., Rockford, IL, USA), a qual foi conectada
em série a uma pré-coluna (0,9 x 11,5 cm) de Sephadex G25 (medium grade, Pharmacia
Fine Chemicals AB, Uppsala, Suécia). O uso da pré-coluna visava reter material
particulado que néo foi precipitado por centrifuga¢do. A fragao nao retida pela coluna de
agarose-D-Galactose foi eluida com tampao fosfato de sédio 10 mM, contendo NaCl
150 mM, pH 7,4 e denominada Fragdo K; e a fragdo ligada a coluna foi eluida com
tampio fosfato de sodio 10 mM, contendo NaCl 150 mM, pH 7,4 e D-Galactose 0,5 M,
a qual foi denominada fragdo J.

A fragdo K foi submetida a cromatografia de afinidade em coluna de agarose-
D-Manose (Pierce). A coluna foi eluida com em tampao fosfato de sodio 10 mM, pH
7.4, contendo NaCl 150 mM e a fragdo que n3o se ligou a coluna foi denominada fragao

KM'. A fragdo ligada ao gel foi eluida com tampao fosfato de sodio 10 mM, contendo
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NaCl 150 mM, pH 7,4 e D-Manose 0,1 M. A fracio eluida foi denominada fragio KM,
a qual foi dialisada contra tamp@o fosfato de sodio 10 mM, pH 7.4, contendo NaCl 150
mM, concentrada e armazenada a -20°C. A absorbincia do eluato em 280 nm foi

determinada utilizando espectrofotdmetro Beckman modelo 25.

L.1. Anilise da homogeneidade da preparacio de KM' em gel de poliacrilamida,
sob condi¢des desnaturantes e redutoras (SDS-PAGE)

A analise eletroforética de amostras de KM purificada foi realizada em gel de
poliacrilamida a 12,5% (LAEMMLI, 1970) na presenga do detergente dodecil sulfato de
sodio (SDS) 0,1% (p/v) em tampdo Tris 24,8 mM, glicina 192 mM, pH 8,3 utilizando o
sistema de eletroforese vertical Mini V-8.10 Vertical eletroforesis System (Gibco BRL,
Life Technologies, Inc, Gaithersburg, USA). A eletroforese em SDS-PAGE foi realizada
para analise da homogeneidade e para determinagdo da massa molecular da fragdo KM~
purificada. As amostras foram preparadas para SDS-PAGE por adi¢do de tampio de
Laemmli' (na propor¢do de 1 ul de tamp@o para 4 pl de amostra). Da amostra purificada,
duas fragdes foram analisadas sendo uma previamente fervida por 3 minutos a 100°C e a
outra amostra ndo. A eletroforese foi feita sob voltagem constante e igual a 200 V (150-
200 mA) por 45 minutos a temperatura ambiente, usando jacalina e KM"™ homogéneas
como controles. Os géis foram corados pelo método da prata (BLUM et al., 1987).
Como controle da migragio eletroforética foram utilizados: jacalina, que apresenta,
respectivamente, 2 bandas com massa molecular relativa de 11,8 e 14,7 kDa; e
marcadores de baixo peso molecular (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, USA), que
incluem: fosforilase B (97,4 kDa), albumina sérica bovina (66,2 kDa), anidrase
carbdnica (31 kDa), inibidor de Tripsina (21,5 kDa) e lisozima (14,4 kDa).

1.2. Biotinilacdo da Lectina KM
KM’ foi biotinilada segundo procedimento de Molecular Probes, ligeiramente
modificado. Dez mg do éster succinimidil da biotina-XX [éster succinimidil do acido 6-

((biotinoila)aminohexanoil) aminohexanoico) biotina-XX-SE], Molecular Probes Inc.]
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foram diluidos em 1 ml de dimetilsulfoxido (Merck) imediatamente antes do uso. A
amostra de 0,5 mg de KM foi adicionado 200 pl de tampio bicarbonato de sodio 0,2 M,
pH 8,3. A seguir, adicionamos, sob agitagdo, 20 pl da solugdo de éster succinimidil da
biotina-XX-SE (10 mg/ml dimetilsulfoxido). Apds incubag¢do por 1 hora a temperatura
ambiente, sob agitacdo constante a reagdao foi interrompida por adigdo de 200 pl
etanolamina 2 M, pH 7,5 e a mistura de reacdo foi incubada por 1 hora a temperatura
ambiente, sob agita¢do. A troca da mistura da reag@o por tampao fosfato de sodio 50
mM, pH 7,4, contendo NaCl 0,15 M foi feita usando centrifugagio (Sorvall RC-5C) em
tubos de Centricon®-10 (Amicon, Inc., Beverly, MA, USA) a 5,000 g (rotor SS34) por
aproximadamente 4 horas, a 4°C. A cada troca (1 troca’hora) foi acrescentado
aproximadamente 2,0 ml de tampdo fosfato de sodio. Ao término, a lectina foi

aliquotada e estocada a —20°C.

1.3 Analise eletroforética de KM biotinilada

Amostras de 3 pg da lectina biotinilada foram submetidas a SDS-PAGE nas
mesmas condi¢des descritas no item 2. Um gel foi corado pelo método de prata (BLUM
et al., 1987). As proteinas separadas eletroforeticamente foram transferidas de um gel
nao corado para membrana de nitrocelulose em sistema de eletroforese vertical Mini V-
8.10 utilizando tampao Tris 24,8 mM, glicina 192 mM, pH 8,3, contendo metanol 10%
(v/v). A eletrotransferéncia foi feita a 150 V, 85-135 mA por 2 horas. A seguir, a
membrana foi pré-incubada com tampao de bloqueio [tampdo fosfato de sodio 10 mM,
pH 7,4, contendo NaCl 150 mM, Tween-20 0,05% (v/v) e BSA 5% (p/v)] por 16 horas
a 4°C. As membranas foram incubadas por 2 horas com Kit ABC-fosfatase alcalina
(Vectastain ABC Kit, Vector Laboratories) diluida a 1:100 (v/v) em tamp3o fosfato de
sodio 10 mM, pH 7.4, contendo NaCl 150 mM. A atividade da fosfatase alcalina foi
revelada usando como substratos azul de nitro tetrazolio (NBT) e 5-bromo-4-cloro-3-

indolil-fosfato (BCIP) (ambos da Promega). A reagdo foi interrompida com agua MilliQ.

' Tampdo Laemmli: Tris-HC] 0.313 M, pH 6.8, SDS 10 %, sacarose 10% (p/v), B-mercaptoetanol 0.72 M



48 Expressdo de ligantes da lectina KM" durante a ontogénese cerebelar do rato

Como marcadores de migragdo eletroforética (Bio-Rad Laboratories,
Richmond, CA, USA) foram utilizadas as proteinas: fosforilase B (97,4 kDa), albumina
sérica bovina (66 kDa), anidrase carbdnica (29 kDa), inibidor de Tripsina (21,5 kDa) e
lisozima (14,4 kDa).

2. Animais

Ratos Wistar dos estagios de desenvolvimento pré- e pés-natal foram utilizados
nesta pesquisa. Ratos Wistar machos, fémeas virgens para acasalamentos e fémeas com
filhotes foram obtidos do biotério central da FMRP e mantidos no Departamento de
Farmacologia-FMRP-USP, onde receberam agua e comida “ad libitum”, até o dia do
experimento. Os ratos do periodo pos natal® (8 por estadio) foram coletados logo apos o
nascimento, de oito ninhadas diferentes e colocados com uma fémea (oito filhotes por

fémea) que tinha parido no mesmo dia.

2.1. Obtencao de espécimens cerebelares

Os embrides® foram obtidos por acasalamento de 6 ratas virgens para 1 macho,
em cada gaiola. O primeira dia gestacional (dia 0) é aquele da manha seguinte a noite do
acasalamento em que foram detectados espermatozéides na ldmina do esfregago vaginal.
Os animais com idades gestacionais: 18, 19, 20 e 21 dias, P O (recém-nascido), 2, 5, 7,
10, 12, 15, 18, 21, 28, 45 dias e adulto, foram perfundidos por via transcardiaca com
solugdo de tampdo fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,4 contendo NaCl 0,9 %,
paraformaldeido 4% (p/v) (Sigma) e glutaraldeido 0,1% (p/v) (PG) (Electron
Microscopy Sciences), 4 temperatura ambiente. Os animais com idades gestacionais
E13, 15 e 17 dias foram retirados do saco embrionario de ratas gravidas e fixados por
imersdo por 4 horas, a temperatura ambiente. As ratas gravidas e os filhotes no estagio
pos-natal foram anestesiados por via intraperitoneal com nembutal (40 mg/kg peso

corporeo), previamente a perfusao.

? P, estadio pés-natal de desenvolvimento.
* E, estadio embrionrio de desenvolvimento.
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O tecido pos-fixado em PG foi desidratado em alcoois (Merck), diafanizado em
benzol (Merck) e incluido em parafina (Shandon). Utilizando um micrétomo (Leica,
modelo RM 2065) foram obtidos cortes de 5 pm de espessura os quais foram coletados
em ldminas histologicas pré-tratadas com uma mistura de gelatina (Fisher) e alimen de

cromo e potassio, objetivando uma melhor aderéncia dos mesmos.

2.2. Anilise morfologica de seccdes cerebelares coradas pelo método de
hematoxilina-eosina

As amostras de cerebelo incluidas em parafina foram seccionadas (5 um) no
plano médio-sagital, para estudo histologico da ontogenia cerebelar. Apds este
procedimento os cortes histologicos de parafina foram desparafinizados em xilol, 2 x 10
minutos; re-hidratados nas seguintes seqiiéncia de alcoois: absoluto, 95%, 90%, 80%,
70%, 60%, 50% por 1 minuto cada;, lavados em agua Milli-Q por 10 minutos e
posteriormente corados com hematoxilina de Harris e eosina (HE). Os cortes foram
novamente desidratados em alcoois, diafanizados em xilol e montados sob laminula com
Permount (Fisher).

Com esta metodologia, e utilizando os critérios descritos por Larsell (1952),
identificamos e selecionamos, para esse estudo, o lobo VIII ou piramidal. A analise dos
cortes foi realizada utilizando lupa (Olympus modelo SZH10) e microscopio Optico
(Olympus modelo BX60).

3. Recuperacio de ligantes

O mascaramento dos sitios de ligagdo provocado pelo fixadores, como
paraformaldeido, pode limitar o acesso de lectinas a seus sitios receptores
(HEWICKER-TRAUTWEIN et al., 1995). Com o objetivo de facilitar este acesso e
recuperar os sitios de ligagdo de tecidos fixados e incluidos em parafina, diversas
técnicas tém sido desenvolvidas, como por exemplo, o pré-tratamento das secgdes por
aquecimento em microondas.

Para testamos o procedimento de recuperagio de ligantes de KM utilizamos a

técnica proposta por Zanardo e colaboradores (1997) e Martins e colaboradores (1999).
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Secgdes cerebelares de 5 um de espessura foram diafanizadas em xilol e re-hidratadas.
Posteriormente as ldminas foram imersas em tampéo citrato de soédio 10 mM, pH 6,0 em
jarro plastico de Coplin, e submetidas ou ndo a forno de microondas (modelo Sharp
Corroussel II, modelo RB-4A33). As secgdes submetidas a forno de microondas foram

irradiadas por 20 minutos em poténcia nominal maxima (MARTINS et al., 1999).

3.1. Histoquimica para ligantes de KM

As secgbes submetidas ou ndo ao aquecimento em forno de microondas, foram
posteriormente incubadas com solug¢do de glicina 50 mM, tamponada para pH 7,4 com
Tris base 0,1 M, durante 30 min, para bloquear os grupos aldeidos livre. Em seguida, as
secgdes foram incubadas com tampao de bloqueio [tampdo fosfato de sodio 20 mM, pH
7,4, contendo NaCl 45 mM, Triton X-100 0,3% (v/v) e soro albumina bovina ( Sigma)
5% (p/v) por 4 horas. O bloqueio da biotina endégena foi feito com solugdo de avidina-
biotina (Biotin Blocking System, Dako). As sec¢des foram entdo incubadas com 0,8
pg/ml de biotinil-KM ™ diluida em tampdo de blogueio, por uma noite. A detecgdo de
biotinil-KM" foi feita com o kit ABC-fosfatase alcalina (Vectastain ABC Kit, Vector
Laboratories, Burlingame, CA), conforme as instrugdes do fabricante. Como substratos
usamos azul de nitro tetrazolio (NBT) e 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato (BCIP)
(Promega, Madison, WI, USA) (O'Leary et al., 1983). A reagio foi interrompida com
agua Milli-Q, apds tempo padronizado. Todas as incuba¢oes foram realizadas a
temperatura ambiente e todas as lavagens em tampéo fosfato de sédio 20 mM, pH 7,4,
contendo NaCl 45 mM e Triton X-100 0,3% (v/v) foram conduzidas por 6 vezes de 5
minutos cada lavagem. Os controles foram feitos incubando seccdes adjacentes que
foram submetidas a todas as etapas do procedimento, acima descrito, porém suprimindo-
se a aplicagdo da lectina KM biotinilada. As secgdes foram desidratadas em alcoois,
diafanizadas com xilol e montadas sob laminula com Permount (Fisher Scientific, Fair
Lawn, NJ).

As secgdes foram analisadas utilizando microscopio optico JENAMED 2 (Carl
Zeiss) e lupa modelo SZH10 (Olympus) e fotografadas com microscéopio 6ptico, modelo
BX60F3 (Olympus) utilizando 6ptica Nomarski.
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3.2. Analise da especificidade da ligaciio de KM ao tecido cerebelar

Para analise da especifidade da reagdo usamos secgdes adjacentes de cerebelo
de rato dos estagios de desenvolvimento correspondentes as idades gestacionais E15, 18,
20 e pos-natal PO, 5, 10, 15, 21 e adulto. As sec¢des foram incubadas com 0,8 pg/ml de
biotinil-KM" pré incubada por 1 hora com D-manose 0,4 M (Sigma), D-galactose 0,4 M
(Sigma), D-glicose 0,4 M (Sigma), metil o-D-manopiranosideo 0,1 M (Sigma),
manotriose [Manal-3(Mana1-6)Man] 5 mM (Dextra laboratories) e peroxidase tipo VI
5 uM (Sigma).

3.3. Anilise semi-quantitativa da deteccdo de ligantes de KM': determinacio de
valores de cinza

Os valores de cinza de secgdes de vermis cerebelar processados para detecgdo
de ligantes de KM foram determinados usando microscopio optico acoplado a video-
camera, usando analizador de imagens (programa NIH Image). A intensidade luminosa
(correspondente a cerca de 6-8 volts na ldampada) foi ajustada de modo a fornecer valor
de cinza (GV) igual a 186 unidades, que corresponde ao segundo padrido de cinza da
escala fornecida pelo fabricante (Kodak photographic step tablet no. 2, cat. no. 152
3406, calibrated, 21 steps: DO 0.05-3.05). A area de cada superficie medida foi
calibrada com uma régua de 1 mm (Olympus), graduada a cada 10 um; a area foi
expressa em pm’.

Escolhemos como modelo de estudo o 16bulo piramidal ou VIII porque sua
ontogénese esta bem descrita na literatura (ALTMAN, 1972a, b, ¢; ALTMAN e
BAYER, 1997). As determinagdes de valor de cinza foram feitas em areas de superficie
semelhantes nas camadas molecular (MOL), granular (GL) e de células de Purkinje
(PCL) do lébulo VIII, tomando como referéncia a regido da fissura secunda abaixo do
sulco intra-piramidal 1. As medidas dos valores de cinza foram tomadas inicialmente das
secgdes de cerebelo de rato adulto em que realizou-se a padroniza¢ao do ensaio e a
caracterizagdo dos sitios ligantes de KM™. Este procedimento fez-se necessario para

determinar qual a melhor concentragdo de biotinil-KM™ e o tempo necessario para
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revelagdo da reagdo nas diferentes camadas, que compdem o cerebelo, de forma a
manter a linearidade da marcag@o.

Os valores de cinza foram quantificados na regido do trigono germinativo (GT)
e zona subventricular (VZ) para ratos dos estagios E15, 18 e 20. Nos estagios de E18 e
20 os valores de cinza foram quantificados também na regido da camada germinativa
externa (EGL) prospectiva. No periodo pos-natal, a quantificagio dos valores de cinza
em espécimes do estagio PO foi realizada entre a fissura secunda e a fissura prima; nos
estagios entre P5 e P7, na fissura secunda; e, de P10 ao adulto, entre o sulco intra-
piramidal 1 e a profundidade do lobulo VIII. As medidas foram tomadas na MOL, entre
a EGL e a PCL; na GL, entre a PCL e a substincia branca e na substincia branca. A
quantificagdo de ligantes KM na PCL: foi feita de: PO a P7, principalmente na mitra
das células de Purkinje; P10 ao adulto, no citoplasma das células de Purkinje que
apresentavam boa visualizagdo do micleo, permitindo assim contornar o citoplasma. Em
todos os estagios do desenvolvimento acima descritos foram medidas 10 células de
Purkinje por secgio.

O programa GraphPad Prism, versdo 2, foi usado para testar a linearidade dos

valores de cinza em fungdo do tempo de incubagdo com NBT/BCIP.

4. Preparacio de amostras de homogeneizado de tecido nervoso

Encéfalos de rato Wistar de diversos estagios de desenvolvimento pré-natal e
cerebelos de ratos dos estagios pos-natais foram pesados e homogeneizados em tampao
Tris-HCI 25 mM, pH 7,4, contendo 0,32 M de sacarose e inibidores de proteases (EDTA
10 mM, Benzamidina 1 mM, PMSF 0,3 mM e Aprotinina 1 ul/ml), na proporgdo de 1:10
(p/v). A homogeneizagdo foi realizada em copo Potter-Elvehjem, com pistilo de teflon
girando a 1000 rpm, com 10 excursdes do pistilo, em banho de gelo. Uma aliquota do
homogeneizado foi separada para dosagem de proteinas e outra preparada para SDS-
PAGE. As fragbes solivel e particulada foram obtidas por centrifugagdo (Sorvall RC-
5C) do homogeneizado a 48,000g por 2 horas a 4°C (rotor SS34), ap0s o que foram
separadas e preparadas para SDS-PAGE por adigio de tampao de Laemmli (na
propor¢ao de 1 pl de tampao para 4 ul de amostra). As amostras foram, entio, agitadas
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vigorosamente, fervidas por 3 minutos e estocadas a -20°C ou submetidas a SDS-PAGE,

gradiente linear de 5 a 20 %.

4.1. Dosagem de proteinas

A concentragdo de proteinas foi determinada pelo método de Lowry (LOWRY
et al., 1951) usando BSA (soro albumina bovina) como padréo € leitura em comprimento
de onda de 750 nm, usando espectofotometro Beckman, modelo 25. O calculo da massa
relativa foi obtido usando regressdo linear pelo método da medida dos minimos

quadrados, com o progama GraphPad Prism versdo 2.01.

4.2. Preparacio de amostras de tecido nervoso, sob condicdes desnaturantes e
redutoras (SDS-PAGE)

A eletroforese foi realizada de acordo com o procedimento descrito por
LAEMMLI & FAVRE, 1973. As amostras obtidas, descritas no item 6, foram aplicadas
em mini-géis (6,0 cm x 8,0 cm x 0,75 cm). Estas amostras de proteinas foram aplicadas
em gel de separagdo com gradiente linear de poliacrilamida de 5% a 20%, preparado
com tampdao Trs-HCl 0,375 M, pH 8,8, contendo TEMED (N,N,N'N’
tetrametilendiamina) 0,125% (v/v), persulfato de aménio 0,065% (p/v) e acrilamida 5%
(p/v). O gel de empilhamento, em concentragdo de 6% de acrilamida/bis-acrilamida, foi
feito com tampao Tris-HCI 0,125 M, pH 6,8, contendo TEMED 0,125% (v/v), persulfato
de amdnio 0,065% (p/v) e acrilamida-bisacrilamida 5% (p/v).

Em cada pogo do gel de empilhamento (com 15 raias) foram aplicadas amostras
de proteinas de homogeneizado, fragdes solivel e particulada de cerebelo (P) ou
encéfalo (E) de rato de diferentes estagios de desenvolvimento. Os padrdes de peso
molecular foram aplicados nas raias laterais dos géis. As proteinas usadas como padrdes
de massa molecular foram: miosina V (205 kDa), B-galactosidase de Escherichia coli
(116 kDa), fosforilase b de musculo de coelho (97,4 kDa), albumina de soro bovino (66
kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbonica de eritrocito bovino (29 kDa) e

calmodulina (17 kDa) (kit 6H, Sigma).
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A corrida eletroforética foi iniciada com corrente elétrica de 10 mA por gel, até
todas as amostras entrarem no gel de separagdo. Em seguida a corrente foi aumentada
para 20 mA por gel e mantida até o final da corrida. Os géis foram retirados das placas e
fixados a temperatura ambiente com uma solugdo contendo metanol 50% (v/v) e acido
acetico 10% (v/v). Apods fixagdo das proteinas, os géis foram corados com Comassie
Brillant Blue 0,25% (p/v) diluido no fixador acima descrito. Os géis foram descorados
com solucdo de etanol 30% (v/v) e acido acético glacial 10% (v/v), trocando
inicialmente varias vezes a solugdo e incubados 4 temperatura ambiente com solugdo de

acido acético 7% (v/v).

4.3. Eletrotransferéncia

A eletrotransferéncia de proteinas de gel de poliacrilamida para membrana de
nitrocelulose foi realizada de acordo com o método estabelecido por Towbin et al.,
(1979). Assim, ap6s a SDS-PAGE, o gel foi lavado com solugdo tampao Tris-HCI 20
mM, pH 8,3, contendo SDS 0,1% (p/v), glicina 100 mM e etanol 18% (viv). O
“sanduiche” foi montado com camadas sucessivas de: suporte plastico, esponja, folhas
de papel de filtro, esponja e suporte plastico. Este “sanduiche” foi colocado em uma
cuba para transferéncia contendo o mesmo tampdo acima descrito. As amostras foram
eletrotransferidas para membrana de nitrocelulose com corrente elétrica de 35 volt/gel

por 4 horas.

4.4. Deteccdo de ligantes de KM em membranas de nitrocelulose — “Western blot”
Para visualizagdo das bandas de proteinas na membrana de nitrocelulose, estas
foram coradas com solugdo de Ponceau 5% (p/v) diluido em écido tricloroacético 3%
(p/v), por 5 minutos e lavadas com agua Milli-Q. ApoOs secagem, as membranas de
nitocelulose foram incubadas com tampio de bloqueio [tampdo fosfato de sodio 10 mM
pH 7.4, contendo NaCl 150 mM, BSA 5% (p/v) e Tween 0,1% (v/v)], por uma noite a
4°C, sob agitagdo continua, para bloquear sitios de ligagdo inespecificos e
posteriormente incubadas com tampao fosfato de s6dio 10 mM, pH 7.4, contendo NaCl
150 mM, Tween 0,1% (v/v) e 0,08 ug/ml de biotinil-KM", por 6 horas a temperatura
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ambiente. Biotinil-KM" foi detectado usando estreptavidina-fosfatase alcalina (Gibco)
diluido 1:1000 (v/v) em tampdo fosfato de sodio 10 mM, pH 7,4, contendo NaCl 150
mM e Tween 0,1% (v/v), por 1 hora. KM ligada 4 membrana foi detectada pela reagdo
da fosfatase alcalina, usando NBT/BCIP (Promega) em tampdo Tris-HCI 100 mM, pH
9.5, contendo 100 mM de NaCl e 1,25 mM de MgCl,.

5. Andlise da especificidade da reacio de biotinil-KM~ em membrana de
nitrocelulose

Para testar a especificidade de ligagdo, KM foi pré-incubada por 1 hora a
temperatura ambiente com D-manose 0,4 M ou D-galactose 0,4 M, diluida em tamp@o
de bloqueio, antes de incubald-la sobre as membranas. Apos 6 lavagens com tampao
tampao fosfato de sodio 10 mM, pH 7.4, contendo NaCl 150 mM e Tween 0,1% (v/v),
por 10 minutos cada, seguiu-se a incubagdo com estreptavidina fosfatase-alcalina. A

detec¢do foi feita conforme descrito no item anterior (6.4).

6. Deteccio de laminina em imunoblot utilizando anticorpo anti-laminina

Apos a eletrotransferéncia, as membranas de nitrocelulose que continham as
fracdes foram submetidas ao bloqueio dos sitios de ligagGes inespecificos, incubando-as
com tampdo de bloqueio [(tampdo fosfato de sodio 0,02 M, pH 7.4, contendo soro de
cabra ndo-imune a 15% (v/v), leite em p6 desnatado (Molico) 5% (p/v), NaCl 0,45Me
Triton X-100 a 0,3% (v/v)] por 6 horas a temperatura ambiente. Apds o bloqueio, a
membrana foi incubada com IgG de coelho anti-laminina (Sigma), diluida a 1:1000 em
tamp@o de bloqueio, por uma noite a 4°C. A seguir, a membrana foi lavada em tampao
fosfato s6dio 10 mM, pH 7.4, contendo NaCl 150 mM e Tween 0,1% (v/v) e incubada
com anticorpo (secundario) cabra anti-IgG de coelho conjugado com peroxidase
(Promega) diluido a 1:4000 por 1 hora a temperatura ambiente. A seguir, a membrana
foi incubada com complexo avidina-biotina conjugado a peroxidase (Kit Elite ABC,
Vector) diluido a 1:100 (v/v) em tampao fosfato de sdédio 10 mM, pH 7,4, contendo
NaCl 150 mM e Tween 0,1% (v/v), por 1 hora a temperatura ambiente. As membranas

foram lavadas com o tampdo anteriormente descrito (6 x 10 min) e em seguida com
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tampdo Tris-HCI 50 mM, pH 7,6 (2 x 10 min) e tamp#o carbonato/ bicarbonato 20 mM,
pH 9,6 (3 min). Apds, as membranas foram colocadas em cassete de revelagdo,
contendo: papel de filme fotografico Kodak Biomax ML (18 x 24 cm, cat. 8198540),
envelope de polietileno com as membranas, sendo a peroxidase revelada com kit para
quimioluminiscéncia, solu¢do de revelagdo (ECL, Amersham Pharmacia). A revelagdo
foi realizada automaticamente por um periodo de 5 a 15 minutos, em processador de
filme Kodak M35X-OMAT.

6.1. Deteccao de laminina e ligantes de KM em imunoblot utilizando biotinil-KM"
Em outra série de experimentos, amostras de extratos de encéfalo ou cerebelo e
de laminina purificada de tumor Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) de camundongo
(Sigma) foram submetidas a SDS-PAGE, gel gradiente 5-20%. Os componentes
eletroforeticamente separados foram transferidos para membrana de nitrocelulose. Apés
a eletrotransferéncia as membranas de nitrocelulose foram submetidas ao bloqueio de
sitios de ligagao inespecificos, incubando-as com tampio de blogueio [tampado fosfato de
sodio 20 mM, pH 7,4, contendo NaCl 45 mM, Triton X-100 0,3% (v/v) e soro albumina
bovina (Sigma) 5% (p/v)] por 6 horas a temperatura ambiente. Apds o bloqueio, a
membrana foi incubada com 0,08 pg/ml de biotinil-KM" por uma noite a 4°C. O
controle foi obtido pela omissdo da lectina KM™. As etapas seguintes, de lavagem e

revelagdo da reagdo, procedeu-se conforme descrito no item anterior (7.1).

6.2. Quantificacio de bandas detectadas por reacio de Western blot e anilisadas
por densitometria

As membranas que continham as fragdes de homogeneizado, fragdes solavel e
particulada, processadas para “Western blot”, foram escaneadas utilizando Scanner de
mesa Hewlett Packard e analisadas usando programa ImagePro-Plus v 4.0 (Media
Cybernectics). A quantificagdo das bandas obtidas foi realizada empregando o programa
GelPro 3.1, utilizando escala de cinza com 256 niveis. O programa Image-Pro permite
quantificar a DOR (densidade optica relativa) numa escala arbitraria para a area ocupada
por cada banda (DOI - densidade Optica integrada).
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RESULTADOS
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1. Purificaciio e biotinila¢io da lectina KM

Extrato bruto de semente de Arfocarpus integrifolia foi submetido a
cromatrografia em colunas de afinidade agarose-D-galactose e agarose-D-manose. O uso
sequencial dessas colunas permitiu separar as lectinas jacalina (Fig. 1A) e KM' (Fig.
1B). Ambas, estdo presentes no extrato da semente de Artocarpus integrifolia, e
apresentam afinidade por D-galactose (jacalina) ou D-manose (KM"). O material ndo
retido na coluna de agarose-D-galactose, foi retido pela coluna de agarose-D-Manose e
eluido com 0,1 M de D-manose em pico unico (Fig. 1A e 1B).

A fragido da lectina KM purificada por afinidade apresentou uma unica banda
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) (Fig. 2). Amostras ndo-fervidas de KM’
apresentaram uma banda com aspecto difuso, com massa molecular aparente entre 55 e
80 kDa (Fig. 2A, pistas 1, 2). As amostras fervidas exibiram uma banda unica, bem
definida, com posi¢do de migracéo eletroforética de cerca de 13 kDa, correspondente ao
mondémero de KM™ (Fig. 2B, pistas 1, 2). As amostras de jacalina purificadas ndo
fervidas apresentaram uma banda na faixa entre 66 e 97 kDa (Fig. 2A, pista 3) e outras
duas bandas na faixa de 11.4 e 14.7 kDa (Fig. 2B, pista 3). Em nenhuma das amostras de
KM  fervida detectamos bandas com 114 e 14.7 kDa, que corresponderiam a
contaminag¢éo por jacalina. Com base nestas analises eletroforéticas, a cromatografia de
afinidade da fragdo KM" aqui purificada foi essencialmente homogénea.

A KM purificada foi biotinilada e analisada por SDS-PAGE. Observarmos que
o padrio de migragdo eletroforética de amostras de biotinil-KM ™ ndo fervidas (Fig. 3,
pista A) e fervidas (Fig. 3, pista B) foi similar ao descrito para a amostra nao biotinilada
(Fig. 2A e 2B).

2. Padronizacdo do nivel de seccionamento do cerebelo de rato durante a
ontogénese cerebelar usando coloracio por hematoxilina-eosina

O cerebelo apresenta poucos tipos de células neuroniais, sendo 90% da
populagdo total composta por células granulares. Um fator importante para o estudo do

cerebelo de rato € que grande parte do seu desenvolvimento cortical ocorre durante o
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periodo pés-natal, tornando possivel, em um curto periodo, estudar os varios passos da
ontogénese cerebelar, como, por exemplo, a proliferacdo e a migragdo celular.

Padronizamos os niveis de corte de cerebelo de rato nos planos sagitais para
analisarmos as estruturas cerebelares e suas alteragdes ontogenética e selecionar os
animais normais dos que apresentassem anomalias cerebelares, tais como heterotopias.
Para estas finalidades, usamos secg¢des cerebelares de embrides de rato de estagios pré-
natais (E13 a E21) e pos-natais (PO ao adulto) coradas por HE.

No periodo embrionario, o primérdio cerebelar é constituido de células
indiferenciadas e proliferativas do neuroepitélio do IV ventriculo e glia radial. Nesse
periodo do desenvolvimento, mudangas morfologicas importantes iniciam em E15, com
proliferagdo celular de células de Purkinje e ganglionares entre E13 e E15 (F ig. 4A, 4B e
4C), migragdo das células de Purkinje entre E15 e E21 (Fig. 4D a 4F) e surgimento das
celulas progenitoras da EGL em E16" (ALTMAN 1972a, b, ¢). Neste estagio, E16, uma
camada fibrosa (if) marca a superficie dorsal do cerebelo sobre a qual as células da EGL
migram (Fig. 4C). A camada fibrosa fica posicionada de forma compacta entre a EGL e
a PCL prospectivas.

Na regido posterior do cerebelo, células de Purkinje iniciam e terminam sua
migragdo antes das células destinadas a regiio anterior (Fig. 4D a 4F) (ALTMAN e
BAYER, 1985¢).

A EGL, que deriva do trigono germinativo, comeca a surgir em E16 e se
expande rapidamente na superficie do cerebelo, sobre a camada fibrosa intermediaria,
recobrindo-o totalmente em E21 por uma segunda matriz germinativa (Fig. 4D a 4F)
(ALTMAN, 1982).

No estagio pos-natal, as células da EGL proliferam rapidamente e migram
radialmente da superficie externa para o interior do cerebelo (Fig. 5A a 5F) formando a
camada granular interna (GL). As células, que migram de EGL para GL, podem ser
observadas na MOL com perfil migratério.

* Para os ratos utilizados em nosso laboratorio, contamos a manhd apés o acasalamento como dia ZERO. Nas
referéncias relacionadas (Altman) a manha apos o acasalamento ¢ considerada como primeiro dia gestacional.
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A MOL ¢ composta por uma fina banda de fibras nos primeiros estagios pos-
natais e aumenta gradativamente durante o desenvolvimento com o aumento das fibras
paralelas emitidas pelas c€lulas granulares, crescimento dos dendritos das células de
Purkinje, que se projetam em direg@o a superficie pial, e posicionamento das células em
césto e estreladas (Fig. SA a SE) (ALTMAN, 1972b).

As células de Purkinje estdo dispostas em uma camada com varias células de
espessura, em idades entre PO e P5 (Fig. 5A e 5B); em P7, se posicionam, na maioria dos
lobos em camada com espessura de uma célula e mitra proeminente, em P12,
apresentam formato piriforme semelhante ao adulto, emitindo arborizagdo dendritica em
diregdo a superficie pial (ALTMAN, 1972b).

3. Padroniza¢io de ensaio histoquimico para detec¢io de ligantes de KM™ em
seccoes cerebelares de rato

O cortex cerebelar de rato (ALTMAN & BAYER, 1997), como o humano
(RAKIC & SIDMAN, 1970; ZECEVIC & RAKIC, 1976), apresenta diferenga de
desenvolvimento entre os varios lobulos. Devido a essa diferenga, padronizamos o uso
do lobo piramidal (VIII), identificado segundo os reparos anatdomicos descritos por
LARSELL (1952), para os diversos estagios ontogenéticos. Utilizamos a regido do
l6bulo VIII, na regido compreendida entre o sulco intra-piramidal 1 e a profundidade da
fissura secunda a partir de P10, na fissura secunda a profundidade do I6bulo em P5 e na

regido entre a fissura pré-piramidal e a fissura secunda em PO.

3.1. Efeito do desmascaramento de sitios de ligacio de KM"

O processamento, fixacdo e embebimento tissular em parafina geralmente
mascara os sitios de ligacdos e receptores tissulares (SHI et al., 1991, HEWICKER-
TRUTWEIN, 1995; MARTINS et al, 1999). Como alternativa para evitar o
mascaramento de sitios de ligacdo de KM teriamos fixa¢do branda ou uso de cortes de
congelagdo. Estas opgdes geralmente limitam a qualidade e a resolugdo final do material
a ser analisado com microscopia optica convencional. Outra alternativa, atualmente

bastante empregada, seria o uso de método genericamente chamado de recuperagdo de
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sitios de ligagdo em forno de microondas. Esse método permite, através de aquecimento
em microondas, expor os sitios de ligagdo de proteinas ou antigenos de tecidos fixados.
Com o intuito de observamos se o aquecimento em microondas teria efeito na
detec¢do de ligantes da lectina KM, testamos dois métodos, com e sem tratamento em
forno de microondas, usando secgdes adjacentes de tecido fixado com tampao fosfato de
sodio 0,1 M, pH 7,4, contendo paraformaldeido a 4% (p/v) e glutaraldeido a 0,1% (v/v).
A marcagdo de ligantes cerebelares de KM™ foi mais intensa nas camadas do cortex
cerebelar das secgdes tratadas em forno de microondas (Fig. 6B) do que naquelas nio-
tratadas (Fig. 6A). O tratamento intensificou a marca¢ao nas MOL, GL, WM e no
citoplasma das células de Purkinje (Fig. 6B). Na auséncia do tratamento, a marcagio foi
discreta principalmente no citoplasma das células de Purkinje, ou ausente na substédncia
branca (Fig. 6A). Essa fraca marcacdo das células de Purkinje foi melhor visualizada ao
microscopio Optico, em aumento de 100x (comparar Fig. 6C com 6D). Os controles nio-

tratado (Fig. 6E) e tratado (Fig. 6F) ndo diferiram e ndo exibiram marcagio.

3.2. Padronizacio do tempo de reacio da fosfatase alcalina para deteccido de
ligantes de KM"

A expressio de ligantes de KM" em secgdes cerebelares difere, em intensidade,
tipo de marcagdo estrutura marcada, como pode ser observado na Fig. 7. Assim,
analisamos a linearidade da reagio da fosfatase alcalina em fun¢do do tempo de reacdo
para as trés camadas (MOL, PCL e GL).

A intensidade da marcagdo aumenta com o tempo de reagdo (Fig. 7A a 7H). O
aspecto granular da marcagdo das células ganglionares (Fig. 8A e 8B) e células Purkinje
(Fig. 9F e 9G) pode ser melhor evidenciado, ao microscopio Optico, em aumento de
100x. Enquanto a distribuigdo dos granulos marcados nas células de Purkinje em tempo
de reagdo igual a 30 minutos (Fig. 9G) € relativamente homogénea, ela nfo o é nas
células ganglionares (Fig. 8B). J4 para o epitélio do plexo cordide a marcagio é
relativamente uniforme e intensa, quando comparados os tempos de reagdo entre 15 e 30
minutos (Fig. 8D e 8E). Assim, o aumento do tempo de reagdo de 15 para 30 minutos

leva a um aumento aparentemente desproporcionado na intensidade da marcagdo das
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células de Purkinje e ganglionares, possivelmente devido ao padrio de marca¢do. Com
30 minutos de reag¢@o os interneuronios da MOL foram bem marcados (Figs. 7H; 9E e
9G).

Devido ao aumento e diferenga de intensidade da marcagdo obtida na MOL
(Figs.7, 9D e 9E), GL (Figs. 7, 9H e 9I) e PCL (Figs. 7, 9F e 9G), avaliamos a
linearidade da reagdo quantificando os valores de cinza, o que permitiu uma analise
semi-quantitativa da intensidade de reagdo. Na MOL (Fig. 9A) e GL (Fig. 9C), os
valores de cinza apresentaram uma relagdo linear com o tempo de reagdo entre 0-25 min.
Os valores de cinza das células de Purkinje (Fig. 9B) foram linearmente relacionados
com o tempo de reagdo entre 0-20 min.

Com base nestes resultados, padronizamos o tempo de reagdo da fosfatase
alcalina para a revelagdo das secgdes incubadas com biotinil-KM™ (detectado com kit

ABC fosfatase alcalina) em 15 min.

3.3. Efeito da concentracio de biotinil-KM' sobre a intensidade de marca¢io de
ligantes de KM em secg¢des cerebelares

A intensidade da expressdo de ligantes de KM~ aparentemente aumenta com o
aumento de concentragdo de biotinil-KM™ no meio de incubacdo. Biotinil-KM' em
concentracao de 0,8 pg/ml permitiu observar a expressio de ligantes da lectina nas
diferentes camadas e corpos celulares como: células de Purkinje, MOL e GL. As
concentragdes de 1,2 e 1,6 ug/ml dificultaram a visualizagdo de limites celulares e da
marcac¢do puntata do citoplasma das células de Purkinje, porém n3o permitiram detectar
outras estruturas além das ja detectadas com 0,8 pg/ml de KM'. Em concentragdes
menores que 0,4 pg/ml a marcag@o foi fraca, dificultando a visualizagdo do material. O
aumento e diferenca de intensidade da marcagdo obtida nas diferentes camadas MOL
(Fig. 10A), PCL (Fig. 10B), GL (Fig. 10C), e WM (Fig. 10D) permitiu avaliarmos a
intensidade da reagdo quantificando os valores de cinza. Com base nestes resultados,

usamos 0,8 pg/ml de biotinil-KM ™ neste estudo.
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4. Localizacio histoquimica de ligantes de KM no cerebelo de rato adulto

A expressdo de ligantes de KM foi detectado em todas as camadas do cortex
cerebelar. Na MOL (Figs. 7E e 9D) h4 marcagio puntata e fina, sugestiva de expressdo
de ligantes d¢e KM™ em fibras paralelas; nio detectamos marcac¢do em dendritos de
células de Purkinje. Em secgdes em que a reacdo foi mais intensa, observamos a
expressdo de ligantes de KM no citoplasma e em processos de células estrelares e em
cesto (Figs. 7G e 7H; 9G).

Nas células de Purkinje, a expressio de ligantes de KM™ exibiu padrdo granular
intenso no citoplasma das células (Fig. 9F). Em concentragdes maiores de biotinil-KM™,
Ou em tempos de reagdo mais longos (Fig. 9G), o padrio granular é substituido por
marcagdo essencialmente continua, ocasionalmente com aspecto difuso. As células
granulares, com forma arredondada, nacleo claro e citoplasma “em anel”, foram
marcadas com intensidade variavel (Fig. 9H e 9I). Observamos algumas células esparsas
na GL, com citoplasma proeminente e intensamente marcado, identificadas como células
de Golgi (cf. PALAY & CHAN PALAY, 1974). Na substancia branca, detectamos
fibras e astrocitos intensamente marcados (Fig. 7E a 7H). Marcagdo discreta foi
detectada em vasos da superficie pial, na superficie luminal do endotélio e na lamina

basal (Fig. 8C). Em vasos presentes na MOL e GL nio detectamos marcacio.

S. Efeito de aciicares sobre a interacio de KM com estruturas cortico-cerebelares
do rato adulto

A especificidade de ligagdo de KM" as seccdes do vermis cerebelar foi
analisada pré-incubando-a com D-manose 0,1 M (Figs. 111, 11I1.B), D-manose 0,4 M
(ndo mostrado), D-galactose 0,4 M (Figs. 111, 11IL.A), metil a-D-manopiranosideo 0,1
M (Figs. 111, 11ILC) e HRP 5 uM (Figs. 111, 11IL.D). Os resultados indicam que a
marcagdo de secgdes cerebelares por KM™ em auséncia de agucares ndo diferiu
quantitativamente (cf. Fig. 11I) e qualitativamente (ndo documentado aqui) daquela por
KM em presenga de D-galactose.

A marcagdo das camadas cerebelares por KM™ foi muito reduzida por D-
manose 0,1 M na MOL, GL e WM e inibiu a ligagdo as células de Purkinje ou abolida
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com D-manose 0,4 M (ndo documentado) exceto por uma leve marcag¢do em fibras da
substancia (Figs. 111, 1111 B). Outros agticares, como metil-a-D-manopiranosideo e a
glicoproteina HRP, inibiram quase completamente a marcagdo na MOL, PCL e GL.
Com 0,1 M de metil a-D-manopiranosideo a marcacdo foi completamente abolida no
plexo coroide do IV ventriculo e em todas as camadas cerebelares, exceto na substdncia
branca, onde foi muito reduzida (Figs. 111, 1111.C).

D-manose e metil-a-D-manopiranosideo em concentracdes de 0,05 M, 0,025 M
e 0,01 M promoveram redugdo importante da marcagdo (Fig. 12A, 12B). Secgdes
cerebelares incubadas com D-manose e metil-a-D-manopiranosideo exibiram, portanto,
redugio da marcagio de forma concentragdo-dependente (Fig. 12A, 12B).

A adi¢io de biotinil-KM" pré-incubado com 5 pM peroxidase de rabano as
sec¢Oes aboliu completamente a marcagdo no vermis cerebelar (Figs. 111, 1111LD) e ao
plexo coroide. Na substancia branca, a inibigdo da reagio foi de 70 a 84% em relagdo ao
controle positivo.

Outras secgOes foram incubadas primeiramente com biotinil-KM ™ (0,8 pg/ml).
Em seguida, o excesso de KM foi removido e a sec¢do incubada com 5 uM de HRP.
Esse procedimento ndo alterou a marcagdo das sec¢des pela lectina, sugerindo que a
lectina KM ligada ao tecido nido foi deslocada por HRP. Por outro lado, ao incubar as
secgdes adicionando simultaneamente KM~ e HRP, houve inibi¢do da ligagio de KM as
secgdes, sugerindo que KM e HRP competem pelos mesmos sitios de ligagdo (dados
nao mostrados).

Estes resultados nos permitem sugerir que a ligagdo da lectina KM as
estruturas cerebelares é antagonizada, de modo concentragdo dependente, por D-manose

€ agucares que a contém, mas nao por D-galactose.

6. Localizacdo histoquimica de ligantes de KM no cerebelo de rato durante o
periodo pré-natal
No periodo pré-natal, o cerebelo primitivo € composto por duas matrizes

germinativas, o neuroepitélio e a camada germinativa externa. Essas matrizes
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apresentaram marcag¢do muito discreta de ligantes de KM (Fig. 13A a 13E). Em secgdes
sagitais ou parassagitais de E15 (Figs. 13A e 14), detectamos marcagio granular e
puntata principalmente na matriz extracelular. Em E16 (Fig. 13B) e E18 (Fig. 13C), as
c€lulas mais proximas da zona subventricular apresentaram marcagao fina e granular.

No periodo do desenvolvimento que corresponde a E20, a marcagio da EGL foi
um pouco mais intensa que em E18. Em E21, o cerebelo apresentou marca¢io com
diferengas regionais na diregfo rosto-caudal (Fig. 13E), sendo mais intensa nos lébulos
anteriores a “fissura prima”. Estas diferengas na intensidade de marcagdo podem ser
melhor observadas principalmente na PCL, abaixo da EGL prospectiva (Fig. 13E).

Observamos, ainda, expressdo importante de ligantes de KM~ em estruturas,
como o cortex cerebral (Fig. 15) e hipocampo (ndo mostrado). Células com perfil
alongado e disposi¢ao colunar, foram intensamente marcadas no cortex cerebral (Fig.
15A a 15C). A marcagdo foi detectada em células com perfil alongado e em processos
na porgao posterior do corpo celular (Fig. 15B, 15C). Na porgdo posterior, o processo foi

intensamente marcado na regido mais proximal ao soma celular.

6.1. Ligantes de KM expressos na camada de células de Purkinje

As celulas de Purkinje migram radialmente do neuroepitélio posicionando-se
em uma camada estratificada abaixo da EGL prospectiva (ALTMAN & BAYER, 1985
2, ¢). Utilizando biotinil-KM", podemos observar em secgdes parassagitais de cerebelo
de rato (E16) uma discreta marcagdo em células que comegam a se posicionar abaixo da
EGL, sendo, provavelmente, células de Purkinje primitivas que migraram do
neuroepitélio (Fig.13B). Em E18 e E20, a marcagdo foi moderada no citoplasma de
celulas com nicleo grande e claro, localizadas abaixo da EGL, dispostas em uma
camada com varias células de espessura (Figs. 13C e 13D). Em E21 a marcagdo foi

mais intensa e diferenciada entre os lobos no sentido antero-posterior (F ig.13E).
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7. Localizacio histoquimica de ligantes da lectina KM durante o periodo pos-natal
da corticogénese cerebelar
A expressio de ligantes de KM' durante a corticogénese foi analisada nas

diferentes camadas do vermis cerebelar de rato.

7.1. Camada germinativa ou granular externa

Durante a corticogénese cerebelar no periodo pré- e pds-natal, marcagao fina e
discreta foi observada na matriz extracelular na EGL (Fig. 17 A a 17F). No periodo pré-
natal a marca¢dao da EGL é predominante na ECM (Fig. 17A e 17B). No cerebelo do
rato do estagio pos-natal, esta camada germinativa estd subdividida em zona
proliferativa (PZ) e zona pré-migratéria (MZ). Na PZ, a marcagdo granular ¢ mais
intensa e mais evidente tanto na matriz extracelular como no citoplasma de algumas
células, apresentado um gradiente diferencial de marcag@o em relagdo a MZ (Fig. 17E e
17F).

7.2. Camada Molecular

Na camada molecular, observamos em PO e P5 uma fina banda com marcagio
puntata e moderada (Fig. 16A e 16B). Em P10, a marcagao foi intensa nos dendritos
primarios das c€lulas de Purkinje (Fig. 16C). Com o desenvolvimento da MOL,
observamos um aumento na intensidade da marcacgfo obtida (Fig. 16D a 16F). Em P15 e
P21, detectamos, ainda, intensa marcagao no citoplasma de interneurGnios (células em
cesto e/ou estreladas) e seus processos (Figs. 16D e 16E; 18C). Esses interneurdnios
foram menos marcados no adulto (Fig. 15F). O aumento de tempo de detecgdo para 30

minutos permitiu detecta-los bem (Figs. 7H e 9G).

7.3. Camada de células de Purkinje

As células de Purkinje em PO apresentaram marcagdo moderada (Fig. 16A). Em
P5, a marcagdo foi detectada na mitra destas células para ligantes de KM™ (Fig. 16B -
podendo ser melhor observada na Fig. 18A), com disposicio em camada

pluriestratificada, nicleo claro e mitra intensamente marcada. Em P7, estas células se
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dispSem, abaixo da MOL, em camada com espessura de uma célula, mitra proeminente
¢ marcagédo intensa (dados ndo mostrados). Em P10, os dendritos primarios das células
de Purkinje, exibiram marcag¢do puntata e moderada (Fig. 16C - podendo ser melhor
observada na Fig. 18B). Em P12, as células de Purkinje apresentaram marcagdo puntata,
que foi intensificada entre P15-P21 (Figs. 16D e 16E; 18C) e reduzida a um padrio
granular menos intenso no adulto (Fig. 16F).

Na PCL, algumas células posicionadas um pouco abaixo ou acima das células
de Purkinje, menores que estas, com niicleo grande e claro, exibiram citoplasma
intensamente marcado, sendo identificadas como provaveis células da glia radial (Fig.
18C).

7.4. Camada Granular

Na camada granular em P5, observamos fraca marcagio de ligantes de KM"
(Fig. 16B). Esta marcagdo se intensificou 2 medida que a corticogénese progrediu,
houve moderada marcagdo em P10 (Fig. 15C), que foi intensificada entre P15 e P21
(Fig. 16D e 16E). No adulto grupos de células marcadas foram intercalados por grupos
de células ndo marcadas (Fig. 19A e 19B). Observamos, ainda, marca¢do em intersticio
das c€lulas granulares (cf. seta, Fig. 19B) .

As células de Golgi, presentes nessa camada, apresentaram nicleo claro e
marcagdo moderada no citoplasma em PO, que foi intensificada partir de P5 (Fig. 16B e
16F).

7.5. Substincia branca

Na substancia branca detectamos marcagdo fraca de fibras de P5 a P10 (Fig.
16B e 16C), moderada entre P15 e P21 e intensa no adulto (Fig. 19A). Células presentes
na substéncia branca apresentaram de moderada-intensa marca¢do a partir de P5 até o
adulto (Figs. 16B e 16C; 19A).
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7.6. Expressio de ligantes da lectina KM' em vasos

Em vasos cerebelares observamos a expressio de ligantes de KM do estagio de
desenvolvimento (E13) até o periodo perinatal. A marcagido foi intensa em vasos da
superficie, no interior da placa cerebelar e em pequenos vasos posicionados na superficie
do cerebelo (cf. Figs. 13 e 14A).

No periodo pés-natal detectamos ligantes de KM em vasos presente na MOL e
GL de PO a P15 (Fig. 15A a 15D). A intensidade da marcagdo vascular durante a
corticogénese decresceu de intensa/moderada até muifo fraca/nula em P21 (Fig. 15E). A
marcagdo intensa em vasos da superficie pial (Fig. 16A a 16C) decresceu durante o
desenvolvimento, apresentando no adulto uma marcagdo fraca na superficie luminal do
endotélio e na membrana basal (Fig. 16D a 16F). A marcacio dos grandes vasos da base
permaneceu forte (Fig. 8C). A marcagdo em vasos do plexo cordide foi intensa durante
todo o periodo do desenvolvimento.

Devido a intensa marcagdo dos vasos presentes no interior do cerebelo no
periodo pré- (E13 a E21) e pos-natal (PO a P15), em conjunto com o desaparecimento da
marcac¢ao nos estagios mais posteriores (P18 ao Adulto), sugerimos que a expressdo de

ligantes de KM em vasos durante a corticogénese é desenvolvimento dependente.

7.7. Ligantes da lectina KM' foram detectados no plexo corédide ao longo da
ontogenia cerebelar

O plexo cordide primordial apresentou intensa marcagio para ligantes de KM~
em vasos e discreta marcagdo no epitélio. Em E15 a expressdo de ligantes de KM™
ocorreu principalmente na superficie vascular luminal (Fig. 20I.A). Nos estagios
posteriores (E18-AD) a marcaga@o foi observada no epitélio, com aumento de expressio.
A marcagdo dos vasos do plexo coroide foi de moderada a intensa ao longo da ontogenia
cerebelar (Figs. 20LA a 20LI). A marcagio de KM’ em todos os estagios de
desenvolvimento foi reduzida quando KM foi pré-incubada com D-glicose 0,4 M (Fig.
2011.B e 20IL.K), D-manose 0,4 M (Fig. 2011.C e 201 L), metil a-D-manopiranosideo 0,1
M (Fig. 20ILE e 20IL.M), glicoproteina HRP 5 pM (Fig. 20ILF e 20IL.N) ou do
trimanosideo Manal-3[Mana1-6]Man 5 mM (Fig. 20ILI e 20I1.0). A inibi¢do da
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marcac¢do de KM, nos estagios E20 (Fig. 20I1.A a 20ILI) e P5 (Fig. 2011.J a 20I1.0), foi
documentados.
Estes resultados sugerem que a expressdo de ligantes de KM™ no plexo coroide

¢ desenvolvimento dependente e especifica para D-manose.

8. Anilise quantitativa da expressio de ligantes de KM’ durante a ontogenia
cerebelar

As secgdes incubadas com biotinil-KM™ foram quantificadas conforme descrito
em materiais € métodos, item 5.3, e analisadas usando programa GraphPad Prism. Os
valores obtidos foram representativos de no minimo experimento realizados em
quadruplicata. Os valores de cinza obtidos de secgdes cerebelares embrionarias (E15,
El8 e E20), indicam um aumento da expressio de ligantes de KM  no trigono
germinativo, zona subventricular e EGL prospectiva (Fig. 21A). Os valores de cinza de
secgOes cerebelares de ratos do estagio pds-natal da MOL, PCL, GL e WM aumentaram
ao longo do desenvolvimento (Fig. 21B). Na MOL a marcagdo aumentou
gradativamente até atingir um pico maximo no adulto; na PCL e GL um pico de
expressao de ligantes de KM foi detectado em P15 e reduzida em P21; na WM a
expressdo foi muito aumentada em P10 (= 5 vezes o valor obtido em P5), reduziu pouco
em P21 e novamente aumentou no adulto. Estes resultados sugerem que a expressio de
ligantes de KM, ao longo da ontogenia cerebelar do rato, é desenvolvimento

dependente.

9. Efeito de aciicares na interacio de KM  com seus ligantes durante o
desenvolvimento cerebelar

Estudamos a especificidade de ligagdo de KM a seus ligantes cerebelares
durante a corticogénese incubando secgdes adjacentes de tecidos com KM’ pré-
adsorvido ou ndo com varios mono, oligo e polissacarideos. As secgdes foram

quantificadas para valores de cinza nas diferentes camadas, como mostra a Fig. 221 (A-
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EGL, B-zona subventricular e C-trigono germinativo), para os estagios embrionarios (E)
e Fig. 24 (A-MOL, B-PCL, C-GL e D-WM) para os estagios pos-natal (P).

A marcagio de KM' em todas as camadas e para os estagios de
desenvolvimento pré- (Fig. 22IIA, 22I1.G e 22I1.M) e pos-natal (Fig. 23A, 23C, 23E,
23G e 23 I) foi parcialmente reduzida quando KM foi pré-incubada com D-manose 0,1
M. KM ao ser pré-incubada com D-manose 0,4 M promoveu uma redu¢do da marcagdo
para todas as camadas cerebelares. No cerebelo de rato no pré-natal a redugdo foi de 84 a
100% (cf. Fig. 221; 2211.C, 22I1.1 e 22I1.0) e no pds-natal de 75 a 100% (cf. Figs. 23B,
23D, 23F, 23H e 23J; 24). Quando as secgdes foram pré-incubadas com metil o-D-
manopiranosideo 0,1 M a marcagdo foi inibida em 90 a 100% (E) (cf. Fig. 22I; 22I1.D,
2211.J, 2211.P) e de 80 a 100% (P) (cf. Figs. 23K e 24). 5 uM da glicoproteina HRP
reduziu a marca¢do em 90 a 100% (E) (cf. Fig. 22I; 22ILE, 22I1.K e 22I1.Q) e de 85 a
100% (P) (cf. Figs. 23L e 24). A pré-incubagio de KM com 5 mM do trimanosideo
Mano1-3[Manc.1-6]Man aboliu completamente a marcagdo (100%) (cf. Figs. 22ILF,
22I1.L e 22IL.R; 23L). D-glicose 0,4 M reduziu a marcagdo em 45 a 90% (E) (cf. Fig.
221; 221IB, 22I1.H e 22I1.N) e variou entre as diferentes camadas do periodo pos-natal
sendo para MOL - 20 a 80%; GL - 20 a 60% e PCL - 10 a 60%. Na WM a reducéo da
marcacdo foi de 25 a 70% para os estagios correspondentes de P5 a P21, no adulto D-
glicose ndo alterou a marcagdo (cf. Fig. 24). D-galactose ndo alterou a marcacdo de
ligantes de KM~ em nenhum dos estagios estudados (cf. Figs. 22I; 24). Os valores de
cinza tomados das secgdes incubadas com KM', ndo apresentados nos graficos,
representam 100% da marcagéo e estdo indicados na tabela 1.

A marcagdo reduzida ou abolida quando a lectina foi previamente incubada
com os mono, oligo e polissacarideos acima descritos, durante a ontogenia cerebelar,
ndo foi alterada por pré incubagdo por D-galactose. Com estes resultados sugerimos que
a ligagdo da lectina KM  a estruturas cerebelares ao longo do desenvolvimento

cerebelar, foi especifica.
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10. Andlise da expressdo de ligantes de KM' durante a ontogenia cerebelar, por
Western blot

A abordagem histoquimica permitiu detectar a localizagdo tissular de ligantes
especificos para a lectina KM em células neuroniais, vasos e matriz extracelular.

Em homogeneizado de encéfalo de rato em desenvolvimento no estagio pré-
natal (E14 a E21, Fig. 25A) e em homogeneizado, fragdes solivel e particulada de
cerebelo durante o estagio pos-natal (PO ao adulto, Fig. 25C), trés bandas principais com
massa molecular aparente de aproximadamente 49, 83 e 140 kDa e duas bandas com
massa molecular >205 kDa foram observadas.

A intensidade de marcagdo da banda de 83 kDa em homogeneizado foi variavel
durante o desenvolvimento, sendo fracamente expressa nos primeiros estagios do
periodo pré-natal (Fig. 26A), com aumento de expressio (= 9 vezes) observada entre
E16 e E20 (Fig. 26A). Em homogeneizado de cerebelo de rato, nos estagios pos-natais
(PO-AD), a expressdo foi reduzida (= 6 vezes) no periodo de PO a P10 em relagdo a E20.
A p83 apresentou um pico de expressio em P21-adulto (aumentando = 30 vezes em
relagdo a P10, Fig. 26A).

A p83 foi detectada em maior concentragdo na fragdo particulada (Fig. 27A)
que na fragdo soluvel (Fig. 27C), de cerebelo de rato em desenvolvimento. De fato, a
expressao de P83 na fragdo particulada foi cerca de 55 vezes maior do que no cerebelo
de PO na fragdo solivel do adulto (Figs. 28A e 29).

Na fragdo soluvel do cerebelo de rato em desenvolvimento, no periodo pos-
natal (Fig. 27C) a expressdo de P83 aumentou cerca de 1 ordens de magnitude entre PO e
adulto (Fig. 29).

A p83 nao foi detectada em homogeneizado de encéfalo e cerebelo de rato nos
estagios pré- (Fig. 25B) e pos-natal (Fig. 25D), mesmo nas fragdes paticulada (Fig. 27B)
e soluvel (Fig. 27D), quando o Western blot foi revelado com biotinil-KM™ pré-incubada
com 0,4 M de D-manose, indicando que a ligacio de KM a P83 ¢ D-manose-especifica.

A banda de 140 kDa foi detectada no homogeneizado (Figs. 25A, 25C) e nas
fragdes particulada (Fig. 27A) e soltivel (Fig. 27C). No homogeneizado, a banda de 140

kDa apresentou expressdo para ligantes de KM', pouco variavel no encéfalo de rato
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durante a ontogénese pré-natal (Fig. 26B). Em contraste sua expressdo, no cerebelo pos
natal varia cerca de 7 vezes, com expressio maxima em torno de P10 (Fig. 26B). A
expressdo da banda de 140 kDa nas fragGes particulada (Fig. 27A) e solavel (Fig. 27C)
aumentou de acordo com o estagio de desenvolvimento cerebelar. O aumento € de cerca
de 10 vezes na fragdo soluvel, com expressdo maxima no adulto (Fig. 29), e na fragdo
particulada, com expressdo maxima em P21 e adulto (Fig. 28B).

O ligante de 49 kDa foi detectado nos homogeneizados de tecido nervoso pré e
pos-natal (Fig. 25A e 25C) aumentando cerca de 6 vezes entre PO e o adulto, quando
atinge o maximo de expressdo (Fig. 26B). p49 foi detectada na fragao particulada (Fig.
27A) no estagio pos-natal. A ligacio de KM a p49 foi abolida por D(+)-manose 0,4 M
(Figs. 25B e 25D; 27C), indicando que o reconhecimento de p49 € dependente de D-
manose.

A inibi¢do por D-manose para todas as bandas foi especifica, uma vez que
D(+)-galactose 0,4 M ndo interferiu na marcagdo de KM, indicando que o
reconhecimento da banda foi através do dominio de reconhecimento de carboidrato
(CRD).

Estes resultados, em conjunto com os obtidos por histoquimica, sugerem que a
expressio de ligantes de KM~ é desenvolvimento dependente e especifica para o

monossacarideo D-manose ou aglicares que o contém.

11. Expressdo de laminina durante a ontogénese cerebelar do rato

A detecgdo de duas bandas com alto peso molecular (>205 kDa) e a co-
localizagdo com a laminina purificada de tumor Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) de
camundongo levou-nos a estudar a possibilidade da lectina KM’ interagir com a
laminina, uma glicoproteina presente na matriz extracelular. Amostras de
homogeneizado de encéfalo e cerebelo e das fragGes soluvel e particulada e de laminina
EHS foram submetidas a SDS-PAGE e Western-blot e analisadas quanto ao
reconhecimento de bandas de proteina por KM e anticorpo anti-laminina.

Homogeneizados de encéfalo (estagio pré-natal) e cerebelos de ratos (estagios

pos-natal) apresentaram duas bandas imuno-reativas detectadas por Western blot
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utilizando anticorpo anti-laminina. Essas bandas apresentaram massas moleculares
aparentes de 160 kDa e > 205 kDa, respectivamente, e foram detectadas desde E15 até o
estagio adulto (Fig. 31A). A banda identificada como laminina com Mr > 205 kDa (Fig.
31A) exibiu valores de DOI que ndo diferiram por mais de 3 vezes (Fig. 31B). Ja a
laminina de 160 kDa apresentou expressio que variou até 7 vezes durante o
desenvolvimento, com expressdo maxima em P28 (Fig. 31B).

Em Western blot de homogeneizado, fragdes soliivel e particulada de cerebelo
de rato adulto, detectamos trés isoformas de laminina com Mr 160, > 205 kDa e uma
com alto peso molecular. As fragdes cerebelares e laminina EHS quando reveladas
usando biotinil-KM" apresentaram bandas com Mr > 205 kDa e a de alto peso molecular
mas n3o reconheceu a banda com Mr 160 kDa (Fig. 30A e 30C). O anticorpo anti-
laminina reconheceu as bandas de 160, 205 kDa e a isoforma de alto peso molecular da
laminina (Fig. 30B). Tomados em conjunto, estes dados indicam que KM se liga a
ambas isoformas de laminina de peso molecular > 205 kDa.

A analise das fragoes de tecido nervoso em diferentes estagios de
desenvolvimento e a detecgdo com biotinil-KM" mostrou que uma banda com o mesmo
Rf que o componente de Mr > 205 kDa e outra de alto peso molecular de laminina de
sarcoma (EHS) foram detectadas durante todo o desenvolvimento (Fig. 32A) e
apresentora, pico de expressiao em P28-Adulto (Fig. 32B). Com a detecgio de duas
bandas que co-migram com a laminina de EHS, usando biotinil-KM", sugerimos que a

laminina endégena seria um dos ligantes de KM no tecido nervoso.
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DISCUSSAO



Expressdo de ligantes da lectina KM~ durante a ontogénese cerebelar do rato 77

A lectina KM™ de Arfocarpus integrifolia isolada em nosso laboratorio
apresentou propriedades idénticas as da isoladas por SANTOS-DE-OLIVEIRA et al.
(1994) quanto a especificidade em reconhecer residuos de D-manose, massa molecular
aparente de 52 kDa para a forma nativa e 13 kDa para o mondmero. A disponibilidade
de KM permitiu que fosse utilizada como uma ferramenta para estudar a expressio de
seus ligantes durante a corticogénese cerebelar. O uso de lectinas como ferramenta tem
mostrado que glicoconjugados estdo envolvidos em reconhecimento inter-celular,
processos de adesao celular e no controle de fungdes neuroniais.

Para localizar e identificar ligantes da lectina KM, optamos por utilizar o
cerebelo de rato em desenvolvimento, por ser este um modelo adequado para estudar os
mecanismos de reconhecimento celular e sinaptogénese devido a simplicidade da sua
citoarquitetura (ALTMAN, 1972 a, b; ALTMAN & BAYER 1997). O cerebelo
apresenta um numero limitado de tipos neuroniais e cortex cerebelar dividido em trés
camadas (granular, molecular e de células de Purkinje), substdncia branca e nucleos
profundos. Os periodos da sinaptogénese ocorrem essencialmente no poés-natal
(ALTMAN, 1972 a, b). Em geral, trés periodos de sinaptogénese sdao descritos durante o
desenvolvimento cortico-cerebelar. O primeiro periodo é de formagdo sinaptica das
fibras trepadeiras com as células de Purkinje e ocorre entre o segundo e décimo dia pos-
natal. No estagio posterior, do décimo ao vigesimo dia, sdo formadas sinapses entre as
fibras paralelas (ax6nios das células granulares), células estreladas, c€lulas em césto e de
Purkinje. A partir da terceira semana do desenvolvimento, ocorrem as sinapses
glomerulares entre fibras musgosas e dendritos das células granulares.

A hipotese de que KM’ pudesse interagir com estruturas celulares e
componentes de matriz durante eventos ontogenéticos cerebelares: proliferagdo,
diferenciag@o, migragdo e formagdo sinaptica, levou-nos a utilizar biotinil-KM" com o
intuito de detectarmos sitio(s) receptores de KM". Inicialmente padronizamos a reagdo
para detecgdo de ligantes de KM~ em secgdes de cerebelo de rato adulto. Um passo
importante para realizagdo do procedimento de histoquimica € a recuperagdo de sitios
ligantes para lectinas, que podem ser mascarados por ligagGes cruzadas de proteinas

causadas por fixagdo com paraformaldeido e/ou glutaraldeido. Os epitopos e sitios
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ligantes podem ser “desmascarados”, por tratamento em microondas (MARTINS et al.,
1999).

A ligagdo de lectinas a glicoconjugados esta baseada na sua afinidade especifica
por determinado agticar, podendo o tratamento em forno microondas facilitar a ligagdo
da lectina a seus receptores (HEWICKER-TRAUTWEIN et al, 1995).

O tratamento com forno de microondas de secgdes cerebelares fixadas levou a
um aumento significativo da deteccdo de receptores para KM'. Sec¢des de vermis
cerebelar incubadas por duas horas com biotinil-KM", apés o tratamento, apresentaram
expressdo importante de ligantes de KM". Verificamos também que a incubagdo por
uma noite, apos tratamento em microondas, aumentou a intensidade e a
reproducibilidade da detecgdo de receptores de KM . Entretanto, em secgdes ndo
aquecidas, a deteccdo ligantes de KM no tecido cerebelar foi bem reduzida (MARTINS
et al., 1999, TEIXEIRA et al., 1999).

A ligagdo de KM' no cerebelo de rato adulto foi localizada no citoplasma de
células de Purkinje e de células granulares; camada molecular, substancia branca, plexo
cordide e vasos. A marcagdo foi especifica a julgar pela auséncia de marcagio nas
secgdes que foram pré-incubadas com D-manose 0,4 M. A marcagio dos diversos tipos
celulares acarretou a necessidade de padronizar o tempo de reagdo e a concentragio de
KM', de forma que permitisse analisar as diferentes estruturas celulares e os resultados
obtidos pudessem ser avaliados quantitativamente, permitindo detectar possiveis
diferencas de glicosilagdo durante a ontogénese cerebelar.

No desenvolvimento cerebelar do embrido, uma discreta expressao puntata de
ligantes para KM foi observada em todo o primérdio cerebelar, incluindo o
neuroepitélio, o trigono germinativo e o plexo cordide primitivo. Na EGL uma discreta
marca¢ao granular foi detectada em E21 na matriz extracelular. Estes resultados
sugerem que ligantes da lectina KM estdo presentes desde o primérdio do
desenvolvimento cerebelar, inicialmente na matriz extracelular.

O cerebelo de rato no periodo pos-natal se desenvolve rapidamente (ALTMAN,
1972), e interagdes intercelulares mediadas por glicoproteinas nesse periodo sdo

essenciais para o desenvolvimento normal do cerebelo.
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Tipos especificos de glicanas aparecem no sistema nervoso central durante o
desenvolvimento (KEINO et al., 1998). A migragdo de células da camada germinativa
externa para a camada granular interna € influenciada por sinais moleculares que
dirigem a migragdo (RAKIC et al., 1994). Nesse estagio do desenvolvimento cerebelar
detectamos ligantes de KM com diferenga na distribui¢io e modificagdo no padrio de
marcagdo, sugerindo variagdo de glicoproteinas e glicosaminoglicanas na matriz
extracelular e citoplasma celular durante o desenvolvimento.

As diferentes células que compdem o cerebelo sdo originadas em diferentes
etapas do desenvolvimento com diferentes padrdes de expressdao de KM'. As células de
Purkinje, por exemplo, nascem entre E14 e E16, com pico de produgdo em EI15
(ALTMAN & BAYER, 1978). Nessas células de Purkinje prospectivas com perfil
alongado, aparentemente migratério e no plexo cordide, marcagdo moderada foi
detectada no periodo de E15 ao periodo perinatal. Nesse mesmo periodo do
desenvolvimento a marcagdo em vasos foi moderada.

Em cerebelo dos estagios anteriores a E13 (E11 e E12) a marcacdo foi muito
discreta (dados ndo mostrados) em toda placa cerebelar. No periodo pés-natal (PO-P10),
detectamos marcagdo intensa de vasos na superficie pial e dos vasos que penetram nas
camadas granular e molecular; a ligagdo de KM foi moderada/nula nos estagios P15 ao
rato adulto.

A especificidade de ligagdo de KM a seus ligantes foi avaliada usando o teste
de inibi¢do da ligagdo de KM por D(+)manose; a ligagdo foi abolida ou muito reduzida
nos estagios E15 a PO e antagonizada parcialmente em todos os outros estagios do
desenvolvimento pos-natal. Estes resultados indicam que KM’ é uma lectina que
reconhece ligantes cerebelares via D-manose, durante a ontogénese cerebelar. Esses
ligantes apresentam expressdo desenvolvimento dependente.

Em trabalhos em que foram realizadas analises do caminho neuronial no
desenvolvimento do sistema nervoso de vertebrados foi demonstrado que a maturagio de
c€lulas nervosas resulta de interagdes especificas na qual glicoconjugados participariam
no reconhecimento célula-célula, em processos de adesdo celular e controlando outras

fungbes neuroniais. As propriedades de complexos carboidrato-proteina ligantes de
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agucar, tal como lectinas endogenas, provém mecanismo de reconhecimento celular
operante durante o desenvolvimento do encéfalo (JOUBERT et al., 1989; KUCHLER et
al., 1990). Os mecanismos de contato que guiam a migra¢do e adesio de células
granulares envolvem moléculas como, por exemplo, CAMs e/ou lectinas enddgenas
(LEHMAN et.al., 1990).

Entre as diversas classes de lectinas descritas no SNC destacamos duas lectinas
cerebelares com afinidade por residuos de D-manose (CSL, lectina cerebelar solivel e
R1, lectina ligada a membrana). No encéfalo, a CSL desempenha importante papel tanto
para a adesdo celular como para a geragdo de sinal, através de formagio de “clusters” de
ligantes na superficie de uma mesma célula. No tecido nervoso, a CSL desempenha
papel de orientagdo da migragdo de neurdnios ao longo dos processos astrociticos, para
alcangarem a localizagdo propria no adulto (LEHMAN et al., 1990). Essa lectina exerce
esta fungdo de orientagdo da migragdo através do estabelecimento de pontes entre os
ligantes da superficie dos neur6nios e da superficie dos astrocitos (ZANETTA, 1997).

Modificagdo na glicosilagdo durante a diferenciagdo celular foi descrita quando
utilizou-se lectina de encéfalo de rato (RBL) biotinilada especifica para B-galactosidase.
Essa RBL reconhece uma lectina endogena expressa no tecido durante os eventos de
matura¢do, estando envolvida na sinaptogénese e trafico intracelular (LI et al., 1992).
Zanetta e colaboradores (1978) mostraram que no cerebelo de rato pos-natal o nivel de
manose, galactose e N-acetilglicosamina aumenta em uma faixa linear apés o
nascimento, entretanto o nivel de fucose e N-acetilgalactosamina permanece estavel.

Na corticogénese, receptores de KM~ apresentaram expressio com diferencas
regionais no cerebelo, sendo mais intensa nas regides anteriores que nas posteriores,
tanto no periodo embrionario quanto no pés-natal. Recentemente, Keino e colaboradores
(1998) mostraram que a marcagdo de células de Purkinje por diversas lectinas
biotiniladas, durante o desenvolvimento cerebelar do rato, foi modificada, sugerindo que
a estrutura terminal do oligassacarideo possa mudar com o desenvolvimento. A variagdo
de expressdo de KM' no cerebelo poderia ser explicada pelo padrdo de migragdo das
células de Purkinje, que ocorre segundo um gradiente de ventro-caudal para as regides

dorso-rostral. A migragdo de células seguindo o gradiente dorso-rostral com diferengas



Expressdo de ligantes da lectina KM durante a ontogénese cerebelar do rato 81

regionais foi demonstrado no cerebelo primitivo marcado com H>-timidina (ALTMAN
& BAYER, 1985 a, b, c¢). As diferengas regionais do padrio migratério e
estabelecimento da posi¢éo final das células de Purkinje, parece ocorrer devido ao final
da divisdo mitotica dessas células, localizadas lateralmente no cerebelo primitivo
(ALTMAN & BAYER, 1985c¢).

Na EGL, durante o periodo de proliferagdo das células granulares, o cerebelo
também apresenta diferengas regionais. No vermis, os lobulos I e X s8o os primeiros a
desenvolver e os lobulos VIb, VII e VIII sdo os ultimos. Em geral, a producdo das
c€lulas granulares cessa inicialmente na profundidade das fissuras e termina em todo
cortex cerebelar em P21 (ALTMAN, 1982).

A lectina con A, uma lectina com especificidade para D-manose, quando
utilizada durante a corticogénese cerebelar marca positivamente as células de Purkinje,
células granulares e interneurdnios. As células de Purkinje podem ser ricas em
oligossacarideos N-ligados em todos os estagios do desenvolvimento porque o dominio
do carboidrato para Con A € o ramo da cadeia oligossacarideo N-ligada com duas
GlcNAcP1-2Mana, ligagdo terminal ndo reduzida para residuos de manose do “core”
(KORNFELD & FERRIS, 1975; AGRAWAL & GOLDSTEIN, 1983). Con A, utilizada
como sonda em histoquimica, detecta receptores glicosilados nas estruturas (soma e
dendritos) das células de Purkinje no rato adulto, sugerindo que os granulos marcados
possam ser membranas do Golgi ou membrana do reticulo endoplasmatico (WOOD et
al., 1974).

Outro fator importante durante o desenvolvimento € a vascularizagdo do
encéfalo que corresponde uma das etapas iniciais do desenvolvimento do SNC. Os
primeiros capilares aparecem no neuroepitélio no 10° dia do desenvolvimento
(STURROCK, 1981). Durante a vascularizagdo inicial, capilares da leptomeninge
iniciam contato com as células neuroepiteliais e penetram no tubo neural do embrifo
(BAR, 1980). Nesse periodo, de inicio da vascularizagio (E10-E12), nio detectamos
sitios de ligagdo para KM'. Estudos em que diferentes lectinas foram utilizadas
revelaram ligagdes especificas para glicoconjugados que contenham D-galactose, N-

acetilgalactosamina e N-acetil-glicosamina, mas ndo para D-manose (BUDIHARDJO et



82 Expressdo de ligantes da lectina KM" durante a ontogénese cerebelar do rato

al., 1989). Para os estagios posteriores (E13 ao adulto), a marcagdo de ligantes de KM~
em vasos mostrou-se intensa no estagio pré-natal (E15 a E21), e continuou até a etapa
que coincide com o pico de migragdo em P15. No estagio pos-natal, entre P18-adulto, a
expressio de ligantes de KM em vasos foi muito reduzida. Estes resultados, nos leva a
sugerir que ligantes de KM, presentes no endotélio vascular e na matriz subendotelial,
apresentam expressdo desenvolvimento-dependente no tecido nervoso. Sugerimos ainda
que o desenvolvimento e maturagio do cerebelo é guiado por modificagdes de marcagio
de glicoconjugados, do cerebelo por KM" biotinilada, o que indica que a glicosilagio
e/ou expressao de ligantes mudam durante os processos de migragdo e estabelecimento
sinaptico.

A especificidade de ligagdo de KM  foi avaliada em estruturas do tecido
cerebelar, como: vasos, matriz extracelular e citoplasma neuronial, nas quais a marcagao
foi completamente inibida por D-manose (0,4 M) ou metil-a-D-manopiranosideo (0,1
M), porém ndo houve alteragdo da marcagdo quando utilizamos a mesma concentragdo
de D-galactose. Quando utilizado o heptasacarideo peroxidase (glicoproteina que
apresenta cadeias de Mana.1-3[Mana1-6]ManB1-2GIcNAc), em concentragio 5 puM,
ligagdo da lectina ao tecido cerebelar foi abolida. A lectina ja ligada ao tecido ndo foi
deslocada pela posterior adigdo de peroxidase. Essas observagdes indicam que a lectina
KM’ reconhece, com alta afinidade, estruturas glicidicas contendo residuos de manose,
provavelmente unidos através de ligagdes al-3 e al1-6 (RANI et al., 1999). Misquith e
colaboradores (1994) mostraram que a adigio de GIcNAc na extremidade redutora do
dissacarideo [Mana.1-3]Man ou da manotriose favorece a ligagdo da lectina.

Estudos termodinamicos sobre a interagdo de KM™ com as diferentes glicanas
mostraram que a lectina apresenta a seguinte afinidade de ligagdo: manotriose (Mana1-
3[Mana1-6]Man) > Mana.1-3 > GlcNAc,Man; > MeoMan > Man > Man o1-6Man >
Mana1-2Man > MeaGlu > Glu. Desse modo, a lectina KM liga-se com alta afinidade
ao trissacarideo, Manal-3[Manctl-6]Man, presente no “core” de cadeias
oligossacaridicas N-ligadas de glicoproteinas (MISQUITH et al., 1994; LIM et al., 1997,
RANI et al., 1999; RANI et al., 2000).
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Outras lectinas com afinidade por manose tém sido estudadas como, por
exemplo, a Con A, que reconhece Mana.1-6 e Mana1-3 e apresenta a seguinte afinidade
de ligagdo: [Manct1-2]Man >> [Mana1-6]Man > [Manc1-3]Man.

Em trabalhos recentes de nosso laboratério, mostrou-se que KM é expressa em
vasos da pele (GANIKO et al., 1998) e pulmdo (GANIKO, et al, submetido a
publicagdo) de rato adulto marcando as células endoteliais, a 1dmina vascular basal e
células epiteliais pulmonares. A incubagdo de KM' com heparam sulfato solivel
aumentou a ligagdo da lectina ao tecido vascular; em contraste, a incubagdo com D(+)-
manose aboliu completamente a ligagdo (GANIKO et al., 1998) mostrando a
especificidade desta ligagdo. No cerebelo, a utilizagdo de biotinil-KM "™ como sonda para
detecgdo de sitos ligantes de KM, permitiu observar uma marcagio especifica para os
estagios pré e pos-natal de forma idade-dependente, havendo, portanto, um aumento na
expressdao destes ligantes, numa janela espago temporal. Estes resultados indicam a
existéncia no cerebelo de ligantes enddgenos para a lectina KM, D-manose especifica.

Com base nos resultados obtidos por histoquimica utilizando lectina KM,
durante a ontogénese cerebelar, realizamos a identificagio de ligantes a partir de extrato
de tecido cerebral (embrido) ou cerebelo (pds-natal).

Através de analise de Western blot de homogeneizado de SNC ao longo da
ontogenia e também de fragdes soluvel e particulada de cerebelo no estadio pds-natal,
verificamos a presenga de proteinas especificamente reconhecidas por KM com massa
molecular de 49, 83, 140, >205 kDa e uma banda de alto peso molecular. A marcacio
das bandas de 49, 83 e 140 kDa foi semelhante em homogeneizado total e na fragio
particulada, apresentando um perfil desenvolvimento regulado, sendo moderadamente
expressas no periodo pré-natal e inicio do pés-natal, e fortemente expressas a partir de
P15. Em homogeneizado total, o padrdo da banda de 83 kDa nos estigios de P28 e
adulto, foi em forma de “alteres”, caracteristico de glicoproteinas. Essa forma de alteres
da banda de 83 kDa, aparentemente, ndo afetou a medida de DOI para o adulto mas, uma
reducdo da expressdo de KM' foi detectada no estagio de P28. A pré-incubagio da
lectina com 0,4 M de D-manose inibiu o reconhecimento dos componentes acima

descritos, enquanto que D-galactose ndo teve efeito sobre a ligagio de KM" mostrando
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que o reconhecimento destas provaveis glicoproteinas pela lectina KM' ocorreria via D-
manose através do CRD.

Estudos de nosso laboratério (VIAPIANO et al., 2000) indicam que o cerebelo
de rato em desenvolvimento apresenta um epitopo KM -simile, cuja expressio é
desenvolvimento-dependente. Esta expressio foi avaliada usando Western blot e
imunohistoquimica. Por Western blot usando KM /anti-KM " uma s6 banda foi detectada
na frag@o soluvel de cerebelo de rato, que co-migra em 83 kDa e apresentou expressdo
desenvolvimento dependente. Em cerebelo de rato, ligante (s) de KM", detectado por
imunohistoquimica usando KM"/anti-KM™ e biotinil-KM", apresentaram expressio
idade dependente, sugerindo que no sistema nervoso ha receptores da lectina KM" e
KM -simile envolvidos na migragio e/ou maturagdo neuronial. O par lectina-ligante
poderia exercer papéis relacionados ao desenvolvimento e as funcdes neurais ao longo
do desenvolvimento. Com base nestes resultados, sugerimos a ocorréncia de lectinas
endogenas KM -simile.

Em outros experimentos realizados em nosso laboratorio mostrou-se também
que KM" co-localiza com laminina em vasos e no endotélio alveolar pulmonar do rato
(GANIKO et al., 1998). Em seccdes de tecido pulmonar, biotinil-KM se liga a algumas
estruturas como o endot€lio vascular, lamina basal e matriz extracelular enquanto que a
laminina se liga 4 limina basal pulmonar (GANIKO et al, 2001, submetido a
publicagdo). Mostrou-se também que duas isoformas de laminina de alto peso molecular
foram detectadas usando biotinil-KM" em homogeneizado de pulmao (GANIKO et al.,
2001, submetido a publicagdo). A ocorréncia no pulmdo de bandas de alto peso
molecular que foram reconhecidas por biotinil- KM’ pelo anticorpo anti-laminina,
levou-nos a estudar a possibilidade de KM estar interagindo com laminina no tecido
nervoso. A banda com massa molecular aparente maior que 205 kDa e a de alto peso
molecular, que co-migram com a laminina EHS, foi detectada por biotinil-KM" e pelo
anticorpo anti-laminina com moderada expressio durante o desenvolvimento. O
anticorpo anti-laminina detectou ainda outra isoforma de laminina de 160 kDa. Em
homogeneizado de tecido embrionario, o aumento de expressdo das bandas, detectadas

por biotinil-KM" ou anticorpo anti-laminina em relagdo ao estagio inicial pos-natal,
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poderia ser explicado pela utilizagdo de tecido encefilico enquanto no pos-natal a tecido
utilizado foi o cerebelo. Com estes resultados sugerimos que a isoforma de laminina
com Mr > 205 kDa e a de alto peso molecular, mas ndo aquela com Mr 160 kDa, é um
ligante de KM

A presenca da laminina com variagdo de expressio ao longo do
desenvolvimento pode indicar ocorréncia de fendmenos de adesdo, crescimento e
diferenciagdo de diversos tipos celulares bem como o estabelecimento de interagio com
outros componentes da matriz extracelular, como colageno tipo IV e heparam sulfato
(TIMPL, 1989; BECK et al., 1990; BETAGLIA et al., 1992). Os sinais de migra¢do dos
neuronios s3ao dados por moléculas de matriz extracelular, como a laminina
(FARWELL, 1999). A laminina tem alto peso molecular e analises da composi¢do de
glicanas de laminina isolada, a partir de sacorma EHS de camundongo, revelaram um
padrio de N-gliocosilagdo bastante heterogéneo, que inclui oligossacarideos com
cadeias laterais contendo unidades repetitivas de GalB1-4GlcNAcB1-3, ligadas ao “core”
trimanosideo, e oligossacarideos do tipo high-manose (ARUMUGHAM et al, 1986;
FUJIWARA et al., 1988; KNIBBS et al., 1989). Laminina est4 associada a integrinas e
estd envolvida nos processos de adesdo e migragdo celular. Em trabalhos recentes
(GOLDFINGER et al, 1999) demonstrou-se que a laminina se associa a tPA e
plasminogénio. Essa associagdo € um evento necessario para a protedlise das cadeias de
laminina. Foi mostrado também (RIEGER, 1997; GRANER et al., 2000) que a laminina
se liga a proteina prionica (PrP®) entre outras (anfoterina etc), sendo importante para o
processo de diferenciagéo e formagdo de neuritos.

Com base em nestes resultados, sugerimos que a laminina é um dos ligantes de

KM expressa durante a ontogenia cerebelar.
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CONCLUSOES
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Através de histoquimica, demonstramos que o aquecimento em microondas

aumentou a intensidade e a reprodutibilidade da detecgdo de receptores de KM

Desenvolvemos ensaios histoquimicos e quantitativos para detec¢do de
glicoconjugados ligantes de KM no cerebelo do rato adulto e aplicéveis ao

estudo do desenvolvimento cerebelar.

A lectina KM" liga-se a estruturas cerebelares como: a camada molecular e a
substancia branca; ao citoplasma das células granulares e de Purkinje; ao plexo

coroide e em vasos.

Identificamos como ligantes da lectina KM cadeias de laminina que co-migram

com laminina EHS.

A expressio de ligantes de KM  durante a ontogenia cerebelar foi

desenvolvimento dependente.

A interagio de KM’ com ligantes teciduais de cerebelo de rato em
desenvolvimento e adulto ocorre via CRD; sendo que a inibigdo ocorre na
seguinte ordem de afinidade: peroxidase, manotriose (Mana1-3[Mana.1-6]Man),

metil-o-D-manopiranosideo e por D-manose.

A interagdo da lectina KM' com as estruturas teciduais nio ¢ afetada por 0,4 M

de D-galactose.

KM interage com a laminina purificada de tumor de Engelbreth-Holm-Swam
(EHS) de camundongo e com laminina de tecido cerebelar com expressio

diferencial ao longo do desenvolvimento.
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GT SV EGL jMOL |PCL jGL WM

Ei1s |11 11,3

Ei8 |34 30 32

E20 |33 43 20

Po 21,6 |66,7 8,6
s 164 |745 |17,1 [11,6
| P10 30,8 |79,2 (40,5 |76,3
Pis 41,1 |113,1 |745 |77.,6
P21 54,1 (93,5 |58,3 |61,1
AD 79,3 (90,7 (69,1 |96,9

TABELA 1. Valores de cinza obtido usando o programa NIH Image para as
diferentes camadas e estruturas cerebelares nos periodos pré- e poés-natal. Secgdes
de cerebelo de rato (n=4) foram incubadas com 0,8 pg/ml de biotinil-KM". A lectina
KM ligada ao tecido foi detectada utilizando sistema ABC-fosfatase alcalina e revelada
usando NBT/BCIP como substrato. O valor de cinza foi determinado usando
microscopia oOptica de transmissdo conforme descrito na Fig. 21. O valor de cinza (em

unidade), apresentado para cada estagio, foi representativo de experimentos realizados

no minimo por quadruplicata.
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FIGURA 1. Purificacio de KM a partir de extrato bruto da semente de Artocarpus
integrifolia por cromatografia de afinidade em coluna de agarose-D-galactose
(Painel A) e em coluna de agarose-D-manose (Painel B). Amostras de 10 ml do
extrato bruto foram aplicadas em coluna de agarose-D-galactose (6,5 cm x 0,9 cm)
equilibrada com tampao fosfato de sodio 10 mM, pH 7,4, contendo NaCl 150 mM, a um
fluxo de 10 ml/h; foram coletadas 2 fragdes/h a 4°C. A coluna foi lavada com a solugio
tampdo, acima descrita, até se obter absorbancia proxima de 0,05 UA (Unidades de
Absorbancia); as fragdes assim obtidas foram reunidas (Pool K). As fragdes contendo
jacalina foram eluidas com em tamp3o fosfato de sodio 10 mM, pH 7,4, contendo NaCl
150 mM e D-galactose 0,5 M (Pool J). A fragdo K foi cromatografada em coluna de
agarose-D-manose equilibrada com em tampdo fosfato de sodio 10 mM, pH 7.4,
contendo NaCl 150 mM, a um fluxo de 10 ml/h a 4°C, coletando-se 2 fragdes/h. A
coluna foi entdo lavada com a mesma solugio tampio até se obter absorbincia proxima
de 0,05 UA, (fragdo KM"). A seguir, a coluna foi eluida com tampao fosfato de sodio 10
mM, pH 7.4, contendo NaCl 150 mM e D-manose 0,5 M, coletando-se 5 fra¢cdes/h, que
foram reunidas no pool KM". A eluigdo foi monitorada pela medida da absorbancia no

comprimento de onda de 280 nm.
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FIGURA 2. Anilise eletroforética da fracio KM purificada Por cromatografia de
afinidade. 2,6 g de KM ¢ 3,0 ug da amostra de jacalina homogénea nio fervidas (A)
ou submetidas a fervura a 100°C por 3 minutos (B) foram analisadas por SDS-PAGE
(gel de poliacrilamida 12,5% (p/v)). O gel foi corado pelo método de impregnagio por
prata. Pistas 1A e 1B, amostras de KM" usadas como padrdo; pistas 2A e 2B, amostras
de preparagdes da lectina purificada KM* ; Pistas 3A e 3B, amostras de jacalina.
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FIGURA 3. Anilise eletroforética da lectina KM biotinilada. Apos reagio de
acoplamento da biotina a lectina purificada, 3,0 pg da amostra foram aplicadas em gel
poliacrilamida 12,5% (p/v), sistema SDS-PAGE. O gel foi corado pelo método de prata.
Pista A, amostra de KM biotinilada, ndo submetida a fervura, apresentou uma banda
com massa molecular entre 55 e 97 kDa; pistas B, amostra de KM biotinilida fervida
por 30 minutos, apresentou banda com massa molecular entre aproximadamente 14 e 20
kDa. As posi¢des de migragdo de proteinas com peso molecular conhecido, expressos

em kDa, estdo indicadas ao lado esquerdo da figura.
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FIGURA 4. Seccoes de cerebelo de rato do periodo embrionario coradas com
hematoxilina-eosina. Cortes parassagitais de cortex cerebelar de rato em idades
gestacionais de E13 (A e B), E15 (C), E17 (D), E18 (E) e E21 (F). O retdngulo, em A,
representado em maior aumento em B, mostra células em divisdo mitotica (indicadas por
cabecas de seta), na superficie subventricular. As letras indicam: c, regido caudal; r,
regido rostral; CP, plexo coroide; GT, trigono germinativo; if, camada fibrosa; PCL,
camada de células de Purkinje; EGL, camada de células granulares. As setas indicam o

posicionamento rostral da EGL. Aumento original: A, C, D e E, 33x e B, 132x.
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FIGURA 5. Seccdes de cerebelo de rato do periodo pés-natal coradas com
hematoxilina-eosina. Cortes médio-sagitais ou parassagitais de cortex cerebelar em
idades PO (A), PS5 (B), P10 (C), P15 (D), P21 (E) e adulto (F). PO: EGL composta por
uma camada com 4 a 5 células de espessura, que aumentou progressivamente entre PS5 e
P10, diminuiu a partir de P15 e reduziu-se a uma camada com 1 célula de espessura em
P21, PCL: camada celular pluriestratificada em PO, abaixo da EGL; em P10 as células
estdo dispostas em uma unica camada; MOL: camada molecular, GL, camada granular;
WM, substancia branca;, Em P21, o padrdo de laminacdo do cerebelo foi semelhante ao
do rato adulto. Cabeca de seta indica a fissura prima; seta, fissura secunda. Aumento

original 33x.



Expressdo de ligantes da lectina KM durante a ontogénese cerebelar do rato 103




104 Expressdo de liganies da lectina KM durante a ontogénese cerebelar do rato

FIGURA 6. Efeito do tratamento de sec¢des seriadas de cerebelo com tampao
citrato de sédio 10 mM, pH 6,0, em forno microondas, sobre a deteccao
histoquimica de ligantes de KM'. As sec¢des (Sum) tratadas (B e D) exibiram
intensificagdo da expressdo de ligantes de KM ™ quando comparadas as sec¢bes ndo
tratadas (A e B). As ilustragdes B e D, mostram o aumento da intensidade de expressdo
de ligantes de KM no citoplasma de células de Purkinje e granulares. Em E (secc¢des
ndo tratadas) e F (secgdes tratadas) representam os controles da reagdo obtidos por

omissdo de biotinil-KM". Aumento original A, B, D € E 66x; C e D, 330x .



105

Expressdo de ligantes da lectina KM durante a ontogénese cerebelar do rato




106 Expressdo de ligantes da lectina KM durante a ontogénese cerebelar do rato

FIGURA 7. Intensidade de marcac¢iio de seccdes cerebelares por biotinil-KM" em
funcdo do tempo de reacdo da enzima fosfatase alcalina. Sec¢des seriadas cerebelares
(5 um) de ratos machos adultos foram incubadas com 0,8 pg/ml de KM", que foi
detectada utilizando kit ABC conjugado com fosfatase alcalina e revelada usando
NBT/BCIP por 0 (A), 1 (B), 5 (C), 10 (D), 15 (E), 20 (F), 25 (G) e 30 (H) minutos a
temperatura ambiente. As linhas tragadas em preto exemplificam as superficies usadas
para determinacdo dos valores de cinza das camadas molecular (E) e granular (F) usando
o programa NIH Image. As cabegas de seta exemplificam o aspecto das células de
Purkinje usadas para estimar o valor de cinza no citoplasma. As medidas foram tomadas
no lobulo VIII, entre o sulco intra-piramidal 1 e a profundidade da fissura secunda.

Microfotografias em optica Nomarski, aumento original 33x.
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FIGURA 8. Interacio entre tipo e intensidade aparente de marcacdo. Seccgdes
seriadas cerebelares (5 um) de ratos machos adultos (n= 7) foram incubadas com 0,8
ug/ml de KM e revelada com NBT/BCIP, conforme descrito na figura anterior. As
figuras A e D, sdo representativas do tempo de revelagdo de 15 minutos, e as figuras B,
C e E para tempo igual a 30 minutos. Em A e B, células ganglionares; C, vaso da base,

D e E, plexo coroide. Aumento original 132x.
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FIGURA 9. Relacio entre tempo de reacdo e valor de cinza para a marcaciio das
camadas molecular (A), células de Purkinje (B) e granular (C). Sec¢les seriadas
cerebelares (5 um) de sete ratos machos adultos foram incubadas com 0,8 pg/ml de
KM, que foi detectado com o kit ABC fosfatase alcalina e incubadas com NBT e BCIP
por 0, 1, 5, 10, 15 (D, F, H respectivamente), 20, 25 e 30 (E, G, I respectivamente)
minutos a temperatura ambiente. Os valores de cinza das camadas molecular (A) e
granular (C) foram determinados usando microscopia Optica de transmissdao, aumento
100x, em superficies como as ilustradas na Fig. 7 (C e D) (area meédia, faixa de variagio:
MOL, 69111 pm?, 28605-81383 um?® n = 7, GL, 57962 um?, 37558-77857 um?). Os
valores de cinza de células de Purkinje (10 células/sec¢do/rato) foram determinados
usando aumentos de 400x em superficies como a ilustrada no painel F, de tal modo que
o nucleo e o citoplasma fossem claramente distinguiveis (area média, faixa de variagdo:
1108 um?®, 926-1319 pum®). As retas de regressdo linear foram obtidas pelo método dos
minimos quadrados, usando o programa GraphPad Prism, e obedeceram a equagdo da
forma y=ax+b, tais que:

Y=(3,66+0,12904) X + (77,87 + 2,16), =093 78, tempo 0-25 min, para a MOL;

Y= (3,039 + 1,18 x 10-7) X + (79,49 + 2,04 x 10-6), 1* = 1,0, tempo 0-25 min, para a
GL;
Y= (4,041 = 3,2x 10-7) X + (84,20 £ 5,6 x 10-6), 1> = 1,0, tempo 0-20 min para as

células de Purkinje.
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FIGURA 10. Rela¢iio entre concentracio de biotinil-KIM™ e valor de cinza para a
marcacdo das camadas molecular (A), células de Purkinje (B) e granular (C) e
substincia branca (D). Secgdes seriadas cerebelares (5 um) de ratos machos adultos
foram incubadas com 0,1, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1,2, 1,6 pg/ml de KM', que foi detectado
com o kit ABC-fosfatase alcalina e incubadas com NBT e BCIP por 15 minutos a
temperatura ambiente. Os valores de cinza das camadas molecular, granular e substancia
branca foram determinados usando microscopia optica de transmissdo, aumento 100x.
Os valores de cinza das células de Purkinje (10 células/sec¢ao/rato) foram determinados
usando aumentos de 400x. Os graficos de regressio ndo linear foram obtidos usando o

programa GraphPad Prism.
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114 Expressdo de ligantes da lectina KM durante a ontogénese cerebelar do rato

FIGURA 11. Efeito de aciicares e da peroxidase de ribano sobre a ligacdo de
biotinil-KM" as sec¢des cerebelares. Secgbes seriadas de cerebelo de ratos adultos
(n=7) foram incubadas por 16 horas com biotinil-KM" 0,8 pg/ml ou com biotinil-KM"
pré-incubado a temperatura ambiente com D-galactose 0,4 M, D-manose 0,1 M, metil a-
D-manopiranosideo 0,1 M e HRP 5 uM. A ligagdo de KM" biotinilada as secgdes foi
detectada utilizando o conjugado ABC-fosfatase alcalina e NBT/BCIP. As medidas dos
valores de cinza (painel I) foram tomadas de regides padronizadas na MOL, GL e WM e
determinadas usando microscopia de transmiss@o, aumento 100x. Os valores de cinza
para as camadas de células de Purkinje (10 celulas/sec¢do/rato) foram determinados
usando aumento de 400x. Os valores tomados das secgdes que foram incubadas com
biotinil-KM", ndo apresentados no graficos correspondem a 100% do valor de cinza e
foram em unidades: + 70 u para a MOL; + 60 u paraa GL; 94 uparaaPCL e =86 u
para a substancia branca (WM). Os dados foram analisados usando programa GraphPad
Prism.

Painel II- Liga¢do de KM a secgdes de cerebelo na presenc¢a de monossacarideos e da
glicoproteina peroxidase, nas mesmas condigdes descritas no painel I. A, D-galactose

0,4 M; B, D-manose 0,1 M; C, metil a-D-manopiranosideo 0,1 M e D, HRPO 5 uM.
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FIGURA 12. Efeito da concentra¢io de manose e metil-a-D-manopiranosideo sobre
a ligacdo de biotinil-KM is seccdes cerebelares. Secgdes seriadas de cerebelo de ratos
adultos (n=7) incubadas biotinil-KM" 0,8 pg/ml ou com biotinil-KM" pré-incubado a
temperatura ambiente com D-manose nas seguintes concentragdes: 0,0005, 0,0025,
0,005, 0,01, 0,25, 0,5, 0,1, 0,2, 0,4 M ou com metil a-D-manopiranosideo: 0,0005,
0,0025, 0,005, 0,01, 0,25, 0,5, 0,1, 0,2, 0,4 M. A ligacdo foi detectada utilizando o
conjugado ABC-fosfatase alcalina e NBT/BCIP. As medidas dos valores de cinza foram
tomadas conforme descrito na figura anterior. Os graficos foram obtidos usando o

programa GraphPad Prism.
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FIGURA 13. Expressio de ligantes da lectina KM' no cerebelo embrionario.
Seccdes cerebelares sagitais (Sum) foram incubadas com 0,8 pg/ml de biotinil-KM " por
16 horas a temperatura ambiente. A ligagdo da lectina ao tecido foi detectada pelo
sistema ABC-fosfatase alcalina, usando NBT/BCIP como substrato. A, 15; B, 16; C, 18,
D, 20 e E, 21 dias gestacionais. A seta indica a posi¢do rostral da EGL; GT, trigono
germinativo, PCL, camada de células de Purkinje; NE, neuroepitélio; r, rostral, c,

caudal. Aumento original A-D 66x; E 33x.
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FIGURA 14. Expressio de ligantes da lectina KM no cerebelo embrionirio E15.
Secgdes cerebelares (5 pm) incubadas com 0,8 pg/ml de biotinil-KM ™ por 16 horas a
temperatura ambiente. A ligacdo da lectina ao tecido foi detectada pelo sistema ABC-
fosfatase alcalina, usando NBT/BCIP como substrato. A, regido anterior do cerebelo €
mesencéfalo; B, regido medial; C, regido posterior e plexo coroide (CP); D, regido
posterior proximo ao trigono germinativo, E, detalhe da marcag¢do; GT, trigono
germinativo; r, rostral; ¢, caudal; SP, superficie pial, V, zona ventricular, * indica vasos

marcados. Aumento original A-C 66x; D 132x; E 330x.
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FIGURA 15. Expressdo de ligantes da lectina KM em seccdes sagitais do cortex
cerebral embrionario. Secgdes de cortex cerebral (Sum) do estagio embrionario E18
foram incubadas com 0,8 pg/ml de biotinil-KM" por 16 horas a temperatura ambiente. A
ligagdo da lectina ao tecido foi detectada pelo sistema ABC-fosfatase alcalina, usando
NBT/BCIP como substrato. A, cortex cerebral com células em disposi¢do colunar; B e
C, ilustragdo da marcacdo de processos e citoplasma celular; setas, indicam processos

marcados; SP, superficie pial. Aumento original A 132x; B e C 330x.
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FIGURA 16. Expressdo de ligantes da lectina KM no tecido cerebelar durante o
desenvolvimento pés-natal. Secgdes cerebelares (5 pwm) foram incubadas com 0,8
ug/ml de biotinil-KM" a temperatura ambiente. A liga¢do da lectina ao tecido foi
detectada usando sistema ABC-fosfatase alcalina e NBT/BCIP como substrato. A, PO;
B, P5; C, P10; D, P15; E, P21 e F, AD (adulto). EGL, camada germinativa externa, PZ,
zona proliferativa; MZ, zona pré-migratoria, MOL, camada molecular; PCL, camada de

celulas de Purkinje; GL, camada granular; * indica vasos. Aumento original 33x.
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FIGURA 17. Detalhe da EGL mostrando ligantes da lectina KM" durante a
ontogenia cerebelar. Sec¢des cerebelares sagitais de A, E18; B, E20; C, PO; D, PS; E,
P10 e F, P15 foram incubadas com 0,8 pg/ml de biotinil-KM". A ligagdo da lectina ao
tecido foi detectada pelo sistema ABC-fosfatase alcalina, usando NBT/BCIP como
substrato. Biotinil-KM "™ marcou a matriz extracelular fraca (A-D), moderada (E e F) e de
forma puntata Na zona pré-migratoria (MZ) a marcagdo foi mais intensa que na zona

proliferativa (PZ) (E-F). SP, superficie pial. Aumento original 330x.
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FIGURA 18. Expressio de ligantes KM na PCL. Secgdes de cerebelo de rato do
estagio pos-natal foram incubadas com 0,8 pg/ml de biotinil-KM', que foi detectada
com kit ABC-fosfatase alcalina e revelada com NBT/BCIP. Biotinil-KM marcou
fortemente em PS5 (A) mitra apical das células de Purkinje; em P10 (B) e P21 (C) as
c€lulas de Pukinje exibiram citoplasma fortemente marcados de forma puntata. Os
interneurdnios proximos a camada de células de Purkinje e as células da glia (cf seta)
foram fortemente marcados (C). Cabega de seta indica interneurdnios (células estreladas
e/ou em césto) com forte marcagdo em citoplasmatica e em processos. Aumento original

AeB330x, C 132x.
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FIGURA 19. Expressio de ligantes da lectina KM' no cerebelo de rato adulto.
Secgdes de cerebelo de ratos adulto foram incubadas com 0,8 ug/ml de biotinil-KM" que
foi detectada com kit ABC-fosfatase alcalina e revelada com NBT/BCIP. Biotinil-KM"
marcou fortemente o fino citoplasma em “anel” das células granulares (A e B). Grupos
de celulas marcados foram intercalados por grupos de células nio marcados. Figura B,
detalhe da GL com marcagdo delicada em citoplasma e nicleo claro; setas indicam

marcacdo intersticial. Aumento original A 132x, B 330x.
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FIGURA 20. Expressio de sitios ligantes KM’ no plexo cordide durante a
ontogénese cerebelar. Secgdes cerebelares médio ou parassagital de cerebelo de rato
E15 (L A); E18 (LB); E20 (1.C; ILA-ILI); PO (ILD); P5 (ILE; ILJ-ILO); P10 (LF); P15
(L.G); P21 (ILH); Ad (LI) foram incubadas com (I) 0,8 pug/ml de biotinil-KM™ ou (II) com
biotinil-KM" pré-incubada com D-galactose 0,4 M (IL.A e ILJ), D-glicose 0,4 M (ILB e
IL.H), D-manose 0,4 M (IL.C e ILL), metil -D-manopiranosideo 0,1 M (ILE e ILM), 5
uM HRP (ILF e II.N) e trimanisideo 0,1 M (IL1 e [1.0). A detecgdo da liga¢do da lectina
ao tecido foi realizada pelo sistema ABC-fosfatase alcalina e revelada por 15 minutos
com NBT/BCIP. A marcagdo obtida no tecido epitelial foi de fraca (I.A) a muito intensa
(IL1), em vasos a marcagdo foi de moderada a intensa (I.A-1.I). No painel II, a marcacdo
do plexo ndo foi alterada por D-galactose (ILA e IL.G) e foi abolida por D-manose (IL.C
e ILI) ou agucares que a contém (II.B, ILH; ILD-ILF; I1J e [1L). Aumento original 66x.
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_FIGURA 21. Anilise semi-quantitativa da expressio da lectina KM no cerebelo de
rato em desenvolvimento. Secgdes médio ou parassagitais (5 um) de cerebelo de rato
(A-E15, 18, 20; B-PO ao adulto, n=4) foram incubadas com 0,8 pg/ml de biotinil-KM"
por 16 horas a temperatura ambiente. A lectina KM ligada ao tecido foi detectada
utilizando sistema ABC-fosfatase alcalina e revelada por 15 minutos com NBT/BCIP
como substrato. Os valores de cinza do trigono germinativo (A), zona subventricular
(A), MOL (B), WM (B) e GL (B) foram determinados usando microscopia optica de
transmissdo, aumento 100x. Os valores de cinza de células de Purkinje (B) (10
celulas/sec¢do/rato) foram determinados usando aumentos de 400x. Os dados
apresentados sdo representativos de experimentos realizados no minimo por
quadruplicata. As barras foram obtidas pela média do valor de cinza de cada camada

(regressdo ndo linear), usando o programa GraphPad Prism.
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FIGURA 22. Ligacio de KM  com glicoproteinas de matriz germinativa
“embriondria. Seccdes seriadas de cerebelo de rato (4 animais/estagio) foram incubadas
com biotinil-KM" (painel II. A, G e M) ou biotinil-KM" pré adsorvido com D-galactose
0,4 M (painel I. A, B, C) D-glicose 0,4 M (painel I. A,B,C; painel II. B, H e N), D-
manose 0,4 M (Painel I. A B, C; painel I[I. C, [ e O), 0,1 M metil «c-D-manopiranosideo
(painel I. A,B,C; painel II. D, J e P); HRP 5 uM (painel I. A,B,C; painel II. E, K e Q) e
trimanosideo 5 mM (F, L e R). A ligagdo de KM ao tecido foi detectada utilizando o
conjugado ABC-fosfatase alcalina e NBT/BCIP como substrato. Os valores de cinza
(painel I. A, B e C) tomados na camada germinativa externa (A), trigono germinativo
(B), zona subventricular (C) foram determinados usando microscopia Optica de
transmissdo, aumento 100X. Os valores tomados das sec¢Ges que foram incubadas com
biotinil-KM", ndo apresentados no graficos correspondem a 100% do valor de cinza e
estao demonstrados na tabela 1. Os dados apresentados sdo representativos de
experimentos realizados no minimo por quadruplicata. As barras foram obtidas pela
média do valor de cinza, tomada em cada camada (regressdo n3o linear), usando o

programa GraphPad Prism.
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FIGURA 23. Antagonismo da ligacio de KM a seus ligantes por a¢iicares durante
a ontogénese cerebelar. Seccdes cerebelares adjacentes, médio ou parassagital, de
cerebelo de rato foram incubadas com biotinil-KM"™ PO (A); P5 (C); P10 (E); P21 (G);
AD (I) ou incubadas com biotinil-KM" pré-incubada com D-manose 0.4 M PO (B); PS5
(D), P10 (F); P21 (H), AD (J), metil a-D-manopiranosideo 0.1 M AD (K), HRP 5 uM
AD (L). A ligagio de KM" ao tecido foi detectada utilizando o conjugado ABC-
fosfatase alcalina e NBT/BCIP como substrato. A marca¢io das sec¢des por pré-
incubagdo de biotinil- KM" com D-galactose (ndo mostrado) ndo diferiu da obtida por
biotinil-KM™. A pré incubagio de biotinil-KM® com o trimanosideo inibiu
completamente a ligagdo de KM ao tecido para todos os estagios do desenvolvimento.

Aumento original 66x.
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FIGURA 24. Efeito inibitério de aglicares na ligacio de KM as camadas molecular
(A), de células de Purkinje (B), granular (C) e substincia branca (D) durante a
corticogénese pos-natal, analise semi-quantitativa. Sec¢des de cerebelo de rato foram
incubadas com biotinil-KM " que foi pré-incubado com D-galactose 0.4 M; D-glicose 0.4
M; D-manose 0.1 M e 0.4 M; metil o-D-manopiranosideo 0.1 M, peroxidase 5 uM
(HRPO); trimanosideo 5 mM (inibiu 100%). A ligagdo foi detectada utilizando o sistema
ABC-fosfatase alcalina e NBT/BCIP como substrato. As medidas dos valores de cinza
foram tomadas de regides padronizadas e determinadas usando microscopia de
transmissdo, com aumento de 100x para as camadas molecular (A-MOL), granular (C-
GL) e substancia branca (D-WM). Os valores de cinza para camada de células de
Purkinje (B-PCL) (10 células/sec¢do/rato) foram determinadas usando aumento de 400x.
Os resultados obtidos sdo representativos das médias tomadas de 4 ratos obtidos de
diferentes ninhadas, e de experimentos realizados em triplicata. As barras foram obtidas

pela média do valor de cinza usando o programa GraphPad Prism.
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FIGURA 25. Detecgdo de ligantes de KM em homogeneizado de encéfalo (pré-
-natal) e cerebelo (pés-natal) de rato durante o desenvolvimento, usando Western
blot. Amostras de homogeneizado de encéfalo de embrides dos estagios E14 (26,4 ug);
E15 a E21 e cerebelo dos estagios pos-natal (30 pg) foram submetidos a SDS-PAGE
(gradiente 5 a 20%) em condi¢3es desnaturantes e redutoras e os componentes separados
foram eletrotransferidos para membrana de nitrocelulose. As membranas foram
incubadas com 0.08 pg/ml de biotinil-KM" ou com 0.08 pug/ml de biotinil-KM " pré-
incubada com D-manose0.4 M. A lectina KM  ligada foi detectada utilizando o
conjugado estreptavidina-fosfatase alcalina e NBT/BCIP como substrato. Os painéis A,
C e E representam os estagios pré-natais e os painéis B, D e F representam os estigios
pos-natais. Os painéis mostram bandas que reagiram com biotinil-KM "™ na auséncia (A e
B) ou presenca de 0.4 M de D-manose (C e D). Os painéis E ¢ F mostram bandas
inespecifica resultante da incuba¢do com estreptavidina-fosfatase alcalina na auséncia de

biotinil-KM".
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'FIGURA 26. Expressio diferencial de ligantes de KM' em homogeneizado de
encéfalo (pré-natal) e cerebelo (pos-natal) de rato durante o desenvolvimento.
Amostras de homogeneizado de encéfalo de embrides dos estagios E14 (26,4 ug), E15 a
E21 e cerebelo dos estagios pos-natais (30 pg) foram submetidos a SDS-PAGE e
eletrotransferidas para membrana de nitrocelulose. As membranas foram incubadas com
0.08 ug/ml de biotinil-KM". A lectina KM ligada foi detectada utilizando o conjugado
estreptavidina-fosfatase alcalina e NBT/BCIP como substrato. As bandas que reagiram
com biotinil-KM" foram quantificadas utilizando programa GelPro Plus 3.1 e escala de
cinza com 256 niveis. A densidade oOptica integrada (DOI) foi determinada para as
bandas que foram abolidas por D-manose e ndo foram detectadas no controle (auséncia
de biotinil-KM"). Painel A- perfil de expressio da banda de 83 kDa ao longo do
desenvolvimento pré e pos-natal; Painel B- perfil de expressio das bandas de 49 e 140

kDa.
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FIGURA 27. Analise eletroforética dos componentes da fracio particulada de
cerebelo de rato durante o desenvolvimento pds-natal. Cerebelos de rato de diversos
“estagios de desenvolvimento pos-natal foram homogeneizados em tampdo Tris-HCI 25
mM, pH 7.4 contendo inibidores de proteases. As amostras foram centrifugadas a 48.000
g por 2 horas, a 4°C, separando-se as fra¢des solivel e particulada de animais PO ao
adulto. As amostras foram ajustadas para concentragdo de 30 pg/15 ul, as bandas
separadas mediante SDS-PAGE (gradiente 5 a 20%) e eletrotransferidas para membrana
de nitrocelulose. Western blot para fragdes particuladas e soluvel incubadas com 0.08
ug/ml de biotinil-KM™ (A e B) ou com 0.08 pg/ml de biotinil-KM" pré incubado com D-
manose 0.4 M (C e D). A lectina KM" ligada foi detectada utilizando o conjugado
estreptavidina-fosfatase alcalina e NBT/BCIP como substrato. Em E e F, mostram
bandas inespecifica resultante da incubagdo com estreptavidina-fosfatase alcalina na
auséncia de biotinil-KM". As setas indicam em A (fragio particulada) bandas com peso
molecular aparente de > 205 kDa, 140 kDa, 83 kDa e 49 kDa; em B (fragio soluvel),
bandas > 205 kDa, 140 kDa e 49 kDa; em C e D, a intensidade de marcagdo das bandas
foi muito reduzida ou abolida por D-manose. As posigdes de migragdo de proteinas com
peso molecular conhecido, expressos em kDa, estio indicadas ao lado esquerdo da

figura.
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FIGURA 28. Expressio diferencial de glicoproteinas ligantes de KM’ durante a
corticogénese pos-natal. As bandas de proteinas da fracdo particulada que reagiram
com biotinil-KM" foram quantificadas utilizando programa GelPro 3.1 e escala de cinza
com 256 niveis. A densidade Optica integrada (DOI) foi determinada para as bandas que
foram abolidas por D-manose e ndo foram detectadas no controle (auséncia de biotinil-
KM"). Painel A, perfil de expressdo da banda de 83 kDa ao longo do desenvolvimento;,
Painel B, perfil de expressdo das bandas de 49 e 140 kDa. Os numeros 0, 2, 5, 7, 10, 15,

21, 28 correspondem as idades em dias do periodo pos-natal, Ad- animal adulto.
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FIGURA 29. Expressio diferencial de glicoproteinas ligantes de KM" durante a
corticogénese pos-natal. As bandas de proteinas da fragdo solivel que reagiram com
biotinil-KM" foram quantificadas utilizando programa GelPro 3.1 e escala de cinza com
256 niveis. A densidade Optica integrada (DOI) foi determinada para as bandas que
foram abolidas por D-manose e ndo foram detectadas no controle (auséncia de biotinil-
KM") Perfil de expressio da banda de 83, 140 e > 205 kDa ao longo do
desenvolvimento. Os numeros 0, 2, 5, 7, 10, 15, 21, 28 correspondem as idades em dias

do periodo pos-natal, Ad- animal adulto.
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FIGURA 30. Caracterizacio de glicoproteina ligante de KM~ em homogeneizado,
fracgdes soliivel e particulada de cerebelo de rato adulto.

Amostras de 30 pg/15 ul de homogeneizado (pista 1), fragdes solavel (pista 2) e
particulada (pista 3 ) e 0,3 ug de laminina EHS (pista 4) foram aplicadas em cada pogo.
As proteinas foram separadas por SDS-PAGE e eletrotransferidas para membrana de
nitrocelulose. As membranas contendo as fragdes proteicas foram incubadas com
biotinil-KM" (A e C) ou com anticorpo anti-laminina (B). A detec¢do foi realizada
utilizando kit ABC-fosfatase alcalina e NBT/BCIP como substrato (A), ou kit ABC-
peroxidase e reveladas por quimio-luminiscéncia (ECL) (B, C). As setas indicam em A,
bandas detectadas por KM , com peso molecular aparentes de 140, 83 e 49 kDa. As
cabegas de seta em A e C indicam bandas de alto peso molecular e > 205 kDa, ligantes
de KM (pistas 1, 2 e 3) que co-migraram com laminina EHS (pista 4). Em B, as cabecas
de seta indicam bandas de alto peso molecular e > 205 (pistas 1, 2 e 3 - fracdes
cerebelares) e > 205 e 160 kDa (pista 4 — amostra de laminina EHS) que foram
reconhecidas pelo anticorpo anti-laminina. As posi¢gdes de migragdo de proteinas com
peso molecular conhecido, expressos em kDa, estdo indicadas ao lado esquerdo (A) e

direito (B) da figura.
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FIGURA 31: Expressio de laminina IR em homogeneizade de encéfalo
(embriondrio) e de cerebelo (estagio pos-natal). SNC de rato de diferentes estagios do
desenvolvimento foram homogeneizados. 30 ug/15 ul de homogeneizado foram
aplicados em cada pogo e as proteinas separadas por SDS-PAGE. As bandas de
proteinas  foram eletrotransferidas para membrana de nitrocelulose, que foram
incubadas com anticorpo anti-laminina e reveladas por quimio-luminiscéncia. Duas
bandas foram observadas com pesos moleculares aparentes > 205 kDa e 160 kDa, com
expressao diferencial durante o desenvolvimento (Figura A). A figura B mostra os
valores de DOI das diferentes bandas, ao longo da ontogenia. As posi¢cdes de migragio
de proteinas com peso molecular conhecido, expressos em kDa, estdo indicadas ao lado
esquerdo em A. As setas indicam as bandas reconhecidas pelo anticorpo anti-laminina, e

os numeros na parte superior (A) e inferior (B) indicam as idades.
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FIGURA 32. Reconhecimento de componentes glicosilados de alto peso molecular
pela lectina KM". Amostras de homogeneizado de encéfalo (pré-natal), cerebelo (pds-
“natal) de rato (30 ug) e de laminina EHS (0.3 ug) foram aplicadas em cada pogo. As
proteinas foram separadas por SDS-PAGE e eletrotransferidas para membrana de
nitrocelulose. As membranas contendo as fragdes protéicas foram incubadas com
biotinil-KM" (0.08 ug/ml) e reveladas por substrato quimioluminiscente (A). As setas
indicam bandas de alto peso molecular e > 205 kDa que co-migraram com laminina
EHS (Lam) e foram detectadas em todos os estagios do desenvolvimento. As posigdes
de migracdo de proteinas com pesoc molecular conhecido, expressos em kDa, estdo
indicadas ao lado esquerdo em A As medidas densitométricas obtidas utilizando
programa Gel-proPlus 3.1, mostram no gafico, figura B, a expressdo diferencial desta

banda ao longo do desenvolvimento.
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SUMMARY
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Lectins are non-immune, non-enzymatic proteins that bind carbohydrates. They
can aglutinate cells and precipitate glyconconjugates. Since they are abundant in plants
and can be easily purified, they are commonly used as probes to detect, isolate and
characterize soluble or membrane-bound glycoproteins. They have been employed to
detect glycoproteins involved in different stages of neural development. In the cerebellar
neurogenesis, for example, lectins have been used to detect and differentiate molecular
components involved in the processes of cellular proliferation, differentiation and
migration, as well as in synapse formation.

The protein KM, extracted from the seeds of the jackfruit (4rtocarpus
integrifolia) is a recently purified lectin with D(+)mannose specificity and neutrophil
haptotatic-attracting properties. The ligands of this lectin have been identified in the cell
surface and cytoplasm of endothelial cells, in the cell surface of alveolar epithelial cells,
and in the basement membranes and intersticial connective tissue in the lung.

In the present work, the lectin KM has been used as a novel tool to
identify glycoconjugates in the nervous tissue. KM ligands in the rat cerebellum were
studied using histochemistry and Western blotting approaches, to determine their
spatiotemporal expression during cerebellar ontogeny, as well as their identity.

During pre-natal cerebellar development KM~ staining was faint and restricted
to the extracellular matrix. On the other hand, during post-natal cerebellar
corticogenesis, KM binding sites appeared in all cortical layers and exhibited an age-
related expression, which peaked in the cytoplasm of Purkinje Cells at P15. Granular
and molecular layer staining increased moderately throughout post-natal development.
Stellate and basket cells showed an increased expression of KM biding sites from P18
onwards. The external germinative layer was mainly stained in the extracellular matrix.
KM labeling was strongly inhibited by D(+)-mannose, but not by D-galactose.

Western blot studies of cerebellar fractions showed that KM recognized three
strongly stained bands Mr 140, 83 e 49 kDa in a cerebellar homogenate, whose indentity
was not identified. The band of 49 kDa was observed only in the particulate fraction,
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while the 140 and 83 kDa bands were detected in the particulate and soluble fractions.
Moreover KM" also labeled two proteins of Mr > 205 kDa which co-migrated with
EHS-laminin and that were recognized by anti-EHS-laminin antibodies. The expression
of these laminin-like KM ligands was development-dependent.

Our histochemical results indicate that KM' stains D(+)-mannose specific
ligands in all the cerebellar cortical layers, in a development- and layer-dependent
fashion. Western blot analyses showed that the profile of KM labeled proteins remains
the same throughout the cerebellar ontogeny. Western blot analysis suggest that laminin

is a putative KM ligand.



