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RESUMO



O PIN é a proteina inibidora da sintase neuronal do oxido nitrico (nNOS). O
mecanismo de regulagdo ocorre pela interagdo do PIN com a nNOS, inibindo sua dimerizagZo,
dissociando os dimeros ja formados e assim inibindo a formag¢do da enzima ativa. O PIN ¢é
uma proteina de 10 kDa e 89 residuos de aminoacidos altamente conservada na natureza. O
PIN humano apresenta 100% de homologia com a cadeia leve da dineina (DLC) humana. A
DLC esta envolvida na modulagao da atividade transcional do NFxB. A dineina esta
envolvida em uma variedade de processos de motilidade intracelular, incluindo divisdo
celular, trafego de vesiculas membranosas e outras particulas intracelulares. A interagdo de
PIN com multiplas proteinas e sua alta conservagao evolutiva sugerem que o PIN possa ser um
importante regulador de varios processos fisiologicos. O éxido nitrico (NO) atua como um
mensageiro nao convencional nos sistemas vascular, imune e nervoso. O modelo
corticogénese cerebelar humana € relativamente bem conhecido e permite correlacionar
eventos morfogenéticos e bioquimicos/moleculares.

Observamos que a expressdo imunohistoquimica de PIN/DLC e nNOS no cerebelo
humano € desenvolvimento-dependente. Durante a ontogénese estas moléculas ocorrem em
regides proliferativas, como a EGL e a zona ventricular, no nucleo e citoplasma das células.
Células com aspecto migratorio foram imunomarcadas para PIN, DLC e nNOS no nucleo e no
citoplasma. Este resultado € inédito, e ndao encontramos relatos semelhantes na literatura. Os
interneurénios € as cé€lulas de Purkinje expressaram PIN e DLC, principalmente no nucleo
celular, desde o surgimento até 98 anos. E a imunodetec¢io de nNOS nos interneurdnios e
células de Purkinje foi observada principalmente no citoplasma e ramificagdes dendriticas em
todas as idades observadas. A camada granular interna expressou PIN, DLC e nNOS em todo
o periodo estudado. Detectamos imunorreatividade para PIN e DLC nas células ganglionares
do nucleo denteado, principalmente no nucleo celular, e para a nNOS principalmente no
citoplasma, desde a ontogénese até o envelhecimento do cerebelo humano. Nossos resultados
imunohistoquimicos foram validados pela detecgdo de PIN, DLC, DIC e nNOS em amostras
cerebelares obtidas de pacientes de 6, 16, 23, 47, 68 e 82 anos de idade usando Western

bloting.
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Introducio

O PIN foi identificado no tecido nervoso de rato por Jaffrey e Snyder (1996) como o
inibidor protéico da isoforma neuronal da sintase do éxido nitrico (nNOS), utilizando o
método do duplo hibrido. O PIN interage fisicamente com a nNOS e inibe a formagdo do
dimero cataliticamente ativo, além de facilitar o transporte de nNOS ao longo dos
microtibulos nos axénios. O PIN ¢é uma proteina de 89 aminoacidos altamente conservada em
diversas espécies e interage com um nimero muito grande de proteinas relacionadas a
diversos mecanismos celulares (JAFFREY & SNYDER, 1996), como com o inibidor do fator
nuclear kB, IxBo (CREPIEUX ef al, 1997) e a proteina pro-apoptotica Bim
(PUTHALAKATH ef al., 1999). O PIN de SNC humano apresenta 100% de homologia com
PIN de rato e de camundongo, 100% de homologia com a DLC humana e 92% de homologia
com a cadeia leve da dineina (DLC 8) de 8 kDa de Chlamydomonas reinhardtii (JAFFREY &
SNYDER, 1996; TOCHIO e al., 1998). A DLC foi descrita por King e Patel-King (1995)
como a cadeia leve (DLC de 8 kDa) da dineina flagelar de Chlamydomonas reinhardtii. O PIN
foi identificado como uma das cadeias leves da miosina-Va de cérebro de pintainho, associada
com o dominio cauda da proteina e pode estar envolvida com o transporte de vesiculas
(ESPTNDOLA et al., 2000). Assim, motores moleculares baseados tanto em microtabulos,
como dineinas, quanto em actinas, como miosinas, compartilham de uma sub-unidade comum
(VALEE & GEE, 1998). Em processos de desenvolvimento do sistema nervoso central,
principalmente migracdo celular, a dineina pode estar envolvida na nucleocinese (MORRIS,
2000).

No sistema nervoso central PIN foi detectado utilizando Northern e Western blot em
cerebelo, cortex, mesencéfalo, medula ablongata, hipocampo e medula espinal de ratos
adultos (GREENWOOD et al.,, 1997). Apos isquemia, observou-se um aumento na expressao
de PIN no cortex cerebral e hipocampo de ratos adultos (GILLARDON er al, 1998).
Utilizando os métodos de Northern blot e hibridizagdo in situ o PIN foi detectado em cérebros
pos-isquemia com acentuado aumento na sua express3o. Este aumento pode estar relacionado
com a produgdo de dxido nitrico, transporte intracelular ou com a estrutura do citoesqueleto
(GILLARDON et al., 1998).
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Introducao

Neurotransmissores classicos sdo liberados na fenda sinaptica por exocitose de
vesiculas. O gas hidrofébico NO ndo se acumula em vesiculas, sua produgéo ¢ regulada pela
atividade da NOS. O controle rapido da atividade da nNOS se da por regulagio alostérica, por
modificagio pos-tradugio e pela localizagio subcelular da enzima. Neste contexto, ha extensa
auto-inibicio da nNOS (e das outras isoformas) pelo NO, via formag¢do de complexo nitrosil-
ferroso com o grupo heme da NOS (ABU-SOUD et al., 1995). Ainda, varias quinases (CAM
quinase II, PKA, PKC) fosforilam a nNOS levando a redug@o de sua atividade catalitica; em
contraste a calcineurina defosforila a nNOS e aumenta sua atividade (DAWSON &
DAWSON, 1996). Em adigdo, a atividade da nNOS pode ser estabilizada/ativada por
fosfolipides, de modo Ca++-dependente (HORI e al., 1997).

Em nosso laboratorio temos interesse em processos de desenvolvimento do sistema
nervoso, particularmente o desenvolvimento cerebelar. Desta forma procuramos relacionar a
expressio da proteina PIN/DLC em tecido cerebelar humano de 11 semanas gestacionais até
98 anos descrita neste trabalho, com tais eventos. O PIN pode estar envolvido em processos
celulares como o inibidor da nNOS e/ou como um motor molecular presente em dineinas e
miosinas. Assim, utilizando imunohistoquimica, observamos que a expressao de PIN, DLC e
nNOS ¢ desenvolvimento-dependente. A expressio de PIN, DLC e nNOS em regides
proliferativas, como a camada germinativa externa (EGL) do cortex cerebelar e o
neuroepitélio ventricular, sugerem que estas moléculas poderiam estar envolvidas em
processos de proliferacdo neural. A presenga de PIN/DLC e nNOS em células granulares com
aspecto migratorio sugere o envolvimento destas moléculas em processos de migragao
neuronal. A presenga de PIN/DLC e nNOS no nicleo celular de diferentes tipos celulares
sugere papel na regulagdo da expressdo génica. A diferenca na localizagdo subcelular, nucleo e
citoplasma, de PIN/DLC e nNOS durante e apés o desenvolvimento sugere diferentes papéis

destas moléculas dependendo da localizag@o e estadio ontogenético.
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Revisdo da literatura

Desenvolvimento cerebelar.

A corticogénese cerebelar ¢ relativamente bem conhecida em seus aspectos
morfologicos e celulares. Em contraste, os aspectos bioquimicos e moleculares destes
fenémenos sao bem menos conhecidos.

No Sistema Nervoso (SN) as células imaturas migram até alcancar a posi¢do final que
ocupam no SN adulto. A maioria dos neurdnios do SN de vertebrados em desenvolvimento €
gerada em zonas proliferativas diferentes daquelas nas quais residem no cérebro adulto. No
SNC, apos a divisdo celular, a migragdo pode ocorrer de forma radial, na qual os neurénios
usam processos radiais; e tangencial, na qual o movimento € paralelo a superficie pial. Na
migragdo radial gliofilica, que ocorre em particular nos cortices cerebral e cerebelar, neuronios
usam as fibras radiais como suporte e migram de modo aproximadamente perpendicular a
superficie cortical (RAKIC, 1971).

A migrac¢do de células granulares cerebelares da camada granular externa (EGL) em
dire¢do a sua posigdo final na camada granular interna (GL) depende do influxo de calcio na
célula via canais de calcio tipo N (KOMURO & RAKIC, 1992). O glutamato, agindo via
receptor NMDA, também parece regular a migracdo neuronal calcio-dependente (KOMURO
& RAKIC, 1993). A frequéncia e a amplitude de flutuagdes transitorias no nivel de calcio
intracelular foram correlacionadas positivamente com a velocidade de movimento da célula
granular em cultura de explantes (KOMURO & RAKIC, 1995). Tem-se sugerido que
moléculas presentes no meio celular local afetem a motilidade celular ativando canais i6nicos
especificos e segundos mensageiros que influenciam a polimerizagio de proteinas do
citoesqueleto (RAKIC & KOMURO, 1995). Estas interacbes precoces entre neurdnios pos-
mitéticos e células vizinhas controlaria a velocidade de seus movimentos, esculpiria suas
formas, estabeleceria sua posicdo e, portanto, determinaria indiretamente suas identidades
antes da formag@o de conexdes sinapticas (RAKIC, 1990).

Durante as 10 primeiras semanas gestacionais o cortex cerebelar humano, assim como
0 dos primatas, ¢ formado primeiramente por duas camadas celulares, as zonas marginal e
intermediaria. Entre 10 e 20 semanas gestacionais, 0 cortex € composto por trés camadas
celulares: surge a camada germinativa externa (EGL), localizada acima da zona marginal
(RAKIC & SIDMAN, 1970). A camada germinativa externa ¢ formada pela migragio
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tangencial de células através da superficie cerebelar de 11 a 13 semanas gestacionais. As
células granulares surgem pela proliferagio de células no trigono germinativo, de onde partem
para formar a EGL. Neste periodo € possivel visualizar células bipolares orientadas
paralelamente a superficie. Depois de estabelecida a camada germinativa externa, podemos
observar duas regides distintas: a zona proliferativa, proxima a pia, onde ocorre a proliferagao
das células granulares e a zona pré-migratoria, localizada entre a zona proliferativa da EGL € a
camada molecular, onde as células granulares, ap6s a sua ultima divisdo mitotica, assumem
uma forma caracteristica (RAKIC & SIDMAN, 1970). Apos as 13 semanas gestacionais, ha
significante proliferagdo das células do neuroepitélio ventricular, de onde surgem as c€lulas de
Purkinje, astrocitos, células gliais e células ganglionares do micleo denteado. Nesta regido
ocorre migra¢do radial de células da superficie ventricular para a periferia (ZECEVIC &
RAKIC, 1976).

No periodo seguinte de 20 a 30 semanas gestacionais o cortex apresenta-se dividido em
cinco camadas: a EGL, a camada molecular (MOL), a camada de células de Purkinje (PCL), a
lamina dissecans (LD) presente no homem e outros primatas, € a camada granular (GL). A
lamina dissecans é uma camada acelular e ndo € visualizada em todo o folium, mas
principalmente na profundidade da fissura prima. Neste periodo ja houve uma migragdo
massiva de células da EGL em diregdo ao interior do cerebelo, iniciando assim a formagéo da
camada granular. O periodo seguinte vai de 30-32 semanas gestacionais até o primeiro ano
pos-natal e o cortex esta dividido em quatro camadas celulares: a EGL, que fica cada vez mais
estreita a medida que as células granulares migram para a camada granular; a camada
molecular, que aumenta em espessura durante a corticogénese, a camada de células de
Purkinje disposta em monocamada e a camada granular. A lamina dissecans desapareceu
neste periodo. No segundo ano pds-natal o cortex cerebelar ja tem a citoarquitetura do
cerebelo adulto, composto por trés camadas celulares: camada molecular, camada de células
de Purkinje e camada granular (RAKIC & SIDMAN, 1970).
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Migracao neuronal e motores moleculares.
Dineinas.

A dineina citoplasmatica é um dos principais motores moleculares no transporte
intracelular ao longo dos microtibulos (PHILLIS ef al, 1996). A dineina tem funcdo de
organizagdo do fuso mitético, posicionamento do complexo de Golgi e transporte de organelas
membranosas (DICK et al., 1996). A dineina citoplasmatica ¢ uma proteina composta por
subunidades: 2 cadeias pesadas de 530 kDa, 2 cadeias intermediarias de 74 kDa, 4 cadeias
leves intermediarias de 53 a 59 kDa e varias cadeias leves de aproximadamente 8 a 20 kDa. O
complexo tem em torno de 1,2 MDa. Esta molécula € capaz de gerar a energia necessaria ao
movimento pela hidrolise de ATP. As cadeias leves da dineina participam da complexa
montagem e acoplamento da dineina as varias cargas celulares (KING, 2000).

A migragio de células granulares cerebelares da camada germinativa externa
atravessando as camadas molecular e de células de Purkinje até a camada granular foi
observada primeiramente por Ramén y Cajal (1911) utilizando microscopia de luz. A
migragdo neuronal sobre fi* -liais é fundamental para o desenvolvimento do cérebro de
mamiferos (RAKIC, 1971, . 1985). No cerebelo as fibras radiais da glia de Bergmann
guiardo a migragdo neuronal. As células epiteliais de Golgi localizam-se proximo as células de
Purkinje e enviam seus processos em forma de candelabro, as fibras de Bergmann, ate a
superficie pial, onde sdo fixados seus pés terminais. As células granulares, apos a sua ultima
divisio mitotica, assumem bipolaridade horizontal, estendendo processos laterais que irao
originar as fibras paralelas. A seguir, as células granulares apostas sobre fibras da glia de
Bergmann estendem um processo lider perpendicular as fibras paralelas. A migrag@o da célula
granular ocorre por movimentos de extensdo do processo lider e translocagdo do nucleo por
este processo lider em associagdo com a glia de Bergmann. A célula migratoria ao deslocar-se
deixa para tras seu axonio com as fibras paralelas na sua extremidade. Ao atingir a regido da
camada de células de Purkinje a célula granular desloca-se da glia radial e continua seu trajeto
até atingir sua posi¢ao na camada granular (RAKIC, 1971; 1990).

As células granulares cerebelares sdo um bom modelo experimental de migragdo no
Sistema Nervoso Central por causa de seu movimento especializado ao longo de fibras gliais.

Mecanismos celulares e moleculares de interagdo neurdnio-glia e migragdo foram estudados
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utilizando sistemas de microculturas (TRENKNER & SIDMAN, 1977, HATTEN & LIEM,
1981; HATTEN & MASON, 1986; GREGORY e al., 1988; RIVAS & HATTEN, 1995). Ha
evidéncias de que o citoesqueleto esteja envolvido no processo migratério pela detecc¢a@o, por
video- e elétron-microscopia, de microtubulos orientados longitudinalmente da base do nucleo
até o processo lider na célula granular migratéria (GREGORY et al., 1988). O sistema de
microtibulos estimula um fluxo orientado de elementos membranosos e vesiculas do soma ao
processo lider (HATTEN, 1993). Durante a migragdo neuronal sdo vistos elementos do
citoesqueleto em dois tipos de aposigdo neurdnio-glia, uma jun¢do intersticial na interface do
corpo celular e a glia de Bergmann e as puncta adherentia ao longo do processo lider
(GREGORY et al., 1988).

Sugeriu-se que 0 mecanismo responsavel pela migragdo neuronal no cérebro humano
tenha um componente similar ao da migragdo nuclear vista em fungos filamentosos (MORRIS
et al, 1998a). Uma dosagem insuficiente de LIS1, homologo humano de NUDF de
Aspergillus nidulans, causa a lisencefalia, uma desordem na migra¢d@o neuronal humana
(DOBYNS & TRUWIT, 1995). Assim, apenas uma subpopulagao de neurOnios chega ao
cortex, gerando a aparéncia lisa do cortex cerebral. Este defeito durante o desenvolvimento
cerebral causa severo retardo mental, epilepsia, e usualmente a morte em idade muito precoce.
LIS1 é uma proteina que associa-se a microtubulos e reduz a frequéncia de catastrofes nos
microtubulos in vitro (SAPIR et al.,1997). Notaveis similaridades entre NUDF de Aspergillus
nidulans e LIS1 levaram a proposta de que migragdo neuronal e migragio nuclear estdo
relacionadas (MORRIS ef al., 1998a).

A migragio de células WART de adenocarcinoma de pulmdo em cultura apresenta um
modelo que relaciona migragdo neuronal LIS1-mediada com migrag¢do nuclear NUDF-
mediada. Células WART movem-se pela extensdo de um longo processo anterior, pelo qual o
corpo celular transloca-se (KLOMINEK ef al., 1991). Na migra¢do de c€lulas granulares o
mecanismo de extensdo do processo lider e translocagdo do nucleo € semelhante (RAKIC,
1971). Este tipo de migragdo celular ¢ denominado nucleocinese. Neur6nios em cultura e
blastdmeros de células P, uma linhagem em Caenorhabditis elegans, também se movem desta
forma (BOOK & MOREST, 1990; GONCZY et al., 1999).
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A hipotese de que a migragio neuronal defeituosa vista na lisencefalia possa ser uma
falha na nucleocinese (MORRIS er al., 1998) tém sido testada pelo exame do ambiente
migratério de explantes de células granulares cerebelares de camundongos nocauteados para
LIS1. LISI nocauteada em camundongos é letal ao embrido, mas heterozigotos exibem
defeitos na migragdo neuronal (HIROTSUNE ef al., 1998). Em explantes de camundongos
normais os corpos celulares migram através dos processos citoplasmaticos. Nos explantes de
camundongos nocauteados para LIS1 sdo extendidos processos citoplasmaticos como nos
animais normais, mas a migra¢io do corpo celular € defeituosa. Este experimento suporta a
hipétese de que o defeito na migragdo neuronal mostrado na lisencefalia pode ser gerado por
um um defeito na migragao nuclear.

Muitas caracteristicas na translocacdo do nucleo sio comuns na migragao nuclear dos
eucariotos. O nucleo é puxado pelos centrossomos, onde microtubulos, dineina citoplasmatica
e dinactina estdo envolvidos. Os efeitos de proteinas motoras na estabilidade dos microtubulos
e movimento nuclear em fungos sio de grande interesse, pois evocam a questdo da migragao
neuronal ser mediada pela atividade motora e/ou por efeitos na dindmica dos microtubulos
(MORRIS, 2000).

Morris (2000) levanta as questdes: NUDF e LIS1 tém um mecanismo conservado de
interacio entre si? Que mecanismo pode ser? Se este mecanismo afeta, e como afeta a dineina
citoplasmatica, dinactina e/ou microtibulos?

Niethammer ef al. (2000) mostram caminhos provaveis para responder a estas
questdes. Estes autores isolaram um novo gene, que exibe sequéncia similar 8 NUDE de
Aspergillus nidulans. Recentemente, mostrou-se que NUDF interage com NUDE (EFIMOV &
MORRIS, 2000). NUDEL associa-se fisicamente com ambas, dineina citoplasmatica e LIS1.
Intrigantemente, NUDEL ¢ um substrato in vivo de CdkS, e a fosforilagdo de NUDEL por
CdkS afeta sua distribuicio em neurdnios. Entdo, NUDEL € uma molécula que cruza o
caminho que ocorre entre Cdk5 e LIS1 (NIETHAMMER et al., 2000). O desenvolvimento do
cortex cerebral, propriamente migracdo neuronal, depende da atividade de CdkS5, uma
serina/treonina quinase (KWON & TSAI, 2000). Camundongos com deficiéncia de CdkS, ou
um par regulatério p35, exibem defeitos de laminagao cortical (CHAE et al., 1997). Tem-se
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mostrado que CdkS5 regula a dindmica de actina do citoesqueleto e adesdo neuronal (KWON e
al., 2000).

Este trabalho sobre esta nova molécula, NUDEL, apresentou evidéncias de que LIS1 e
Cdk5 estdo envolvidos na regulagdo da dineina citoplasmatica. LIS1 interage com a dineina
citoplasmatica (SMITH ef al., 2000), que atua na organizagdo do fuso mitético, no transporte
retrogrado axonal em neurdnios, bem como no transporte de microtibulos durante o
crescimento de axdnios (PHILLIS ef al., 1996). Niethammer ef al. (2000) propuseram que
LIS1 em abundincia em neurdnios facilita a fung@o especifica da dineina, que tem um papel
na migragdo neuronal e crescimento de axdnios. O transporte axonal € critico para o
estabelecimento de polaridade axodendritica. Cérebros humanos lisencefalicos e cortices de
camundongos p35-/- contém neurdnios com polaridade axodendritica reversa ou aberrante
(NIETHAMMER et al., 2000).

Foi demonstrado que NUDEL e LISI sdo bioquimicamente e geneticamente ligados.
No cérebro de camundongos adultos NUDEL imunorreativo aparece fortemente na neurdpila e
tratos axonais, sugerindo que sua fun¢@o primaria possa estar relacionada a eventos que
estejam ocorrendo em localizagdes sinapticas, carregando e descarregando cargas. Suportando
estes dados, NUDEL foi também encontrado na membrana sinaptica e densidade pos-sinaptica
em cérebros de camundongos adultos. NUDEL e LIS1 podem regular aspectos ambientais da
dineina na nucleocinese. A superexpressio de NUDEL causa a redistribui¢do da cadeia
intermediaria da dineina na periferia celular NIETHAMMER ez al., 2000).

Os trés sitios de fosforilagdo de NUDEL por CdkS5 estdo na regido de ligagdo com a
dineina, sugerindo que a fosforilagdo podera regular a ligagdo ao complexo dineina/dinactina e
assim regular a fun¢io da dineina, podendo inibir o transporte baseado em dineina. NUDEL e
LIS1 teriam papéis antagdnicos em relagdo a atividade da dineina (NIETHAMMER et al.,
2000).

A especificidade da fungdo motora da dineina esta no fato de ser regulada por proteinas
que interagem com o centro do complexo motor. Mostrou-se recentemente que a
superexpressdo de LIS1 estimulou a mudanga no tamanho e localizagdo de complexos de
dineina (SMITH et al., 2000). NUDEL muda a localizagio da dineina, como foi dito

anteriomente. A via Cdk5 tém sido implicada na modulagao do citoesqueleto de actina.
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Embora a dineina seja um motor molecular ligado a microtubulos, o complexo regulatério
dineina-dinactina contém varias moléculas actina-simile que regulam a associagdo de
vesiculas e organelas membranosas ao citoesqueleto cortical. Além disso, ha evidéncias que a
propria dineina possa ancorar-se ao citoesqueleto cortical. Finalmente, a cadeia leve da dineina
(DLC) associa-se a miosina-V (ESPINDOLA ef al., 2000), uma proteina motora ligada a
actina, e a proteinas de densidade pos-sinaptica. Entdo, Cdk5-dineina cruzam o caminho
potencial de regulacio de transporte entre redes de microtibulos e actina. Isto, juntamente
com a similaridade da inversio das camadas corticais entre os fenotipos reeler/scrambler e
camundongos deficientes em CdkS, sugerem uma intima relagdo entre estes caminhos.
Niethammer et al. (2000) sugerem o cruzamento entre trés conhecidos caminhos regulatorios

da migrag&o neuronal.

Miosinas.

Miosinas s3o proteinas motoras relacionadas ao transporte celular anterogrado ligadas
a filamentos de actina e geram a energia necessaria para o seu movimento pela hidrolise de
ATP. A @ ilia das miosinas consiste de 17 classes de diferentes miosinas (MERMALL
etal., 1¢ 3cula da miosina-V ¢sia dividida em: dominio motor, Jque interage com 0s
filamentos . «ctina e hidroliza ATP; dominio pescogo, que se liga as cadeias leves ou a
calmodulina; dominio cauda, que posiciona e ancora 0 dominio motor € interage com a carga
(revisio SELLERS et al., 2000). A miosina-V tem sua sequéncia de aminoacidos determinada
para alguns organismos: levedura (HAARER ef al., 1994), camundongo (MERCER et al.,
1991), miosina-Va de cérebro de pintainho (LARSON, 1996), miosina-Va humana (ENGLE
& KUENNETT, 1994), miosina-Vb de rato (ZHAO et al., 1996) e miosina-V de Drosophila
(BONAFE & SELLERS, 1998). Calmodulinas e cadeias leves estdo associadas a miosina-V
(STEVENS & DAVIS, 1998). Dentre as cadeias leves foram identificadas duas cadeias de 23
e 17 kDa, presentes na miosina II, além de uma cadeia leve de 10 kDa, identificada como a
cadeia leve da dineina (DLC8) ou PIN (ESPINDOLA et al., 2000). Em nosso laboratorio foi
estudada a expressdo imunohistoquimica da miosina-V no cerebelo e hipocampo de rato
(BRINN, 1999) e na retina humana (JORGE, 1999).
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PIN/DLC

O PIN foi identificado no tecido nervoso de rato por Jaffrey e Snyder (1996) como o
inibidor protéico da forma neuronal da sintase do 6xido nitrico (nNOS), utilizando o método
do duplo hibrido. O PIN interage fisicamente com a nNOS e inibe a formag¢do do dimero
cataliticamente ativo, além de facilitar o transporte de nNOS ao longo dos microtubulos nos
axonios. O PIN é uma proteina de 10 kDa com 89 residuos de aminoacidos altamente
conservados em diversas espécies e interage com um numero muito grande de proteinas
relacionadas a diversos mecanismos celulares (JAFFREY & SNYDER, 1996). O PIN humano
apresenta 100% de homologia com o PIN de rato e de camundongo, 100% de homologia com
a DLC humana e 92% de homologia na sequéncia de aminoacidos com a cadeia leve da
dineina (DLC 8) de 8 kDa de Chilamydomonas reinhardtii (JAFFREY & SNYDER, 1996;
TOCHIO et al., 1998). A DLC foi descrita por King e Patel-King (1995) como a cadeia leve
(DLC de 8 kDa) da dineina flagelar de Chlamydomonas reinhardtii. PIN/DLC fo1 identificada
como uma das cadeias leves da miosina-Va de cérebro de pintainho, associada com o dominio
cauda da proteina e pode estar envolvida com o transporte de vesiculas (ESPINDOLA et al.,
2000). Assim, motores moleculares baseados tanto em microtibulos, como dineinas, quanto
em actinas, como miosinas, compartilham de uma sub-unidade comum (VALEE & GEE,
1998). Em processos de desenvolvimento do sistema nervoso central, principalmente migragdo
celular, a dineina pode estar envolvida na nucleocinese (MORRIS, 2000). PIN/DLC esta
envolvida no controle transcricional mediado pelo fator nuclear kB, pela interagdo com seu
inibidor IxBa (CREPIEUX et al., 1997). Também esta relacionada com o controle da
apoptose pela interagdo especifica entre PIN/DLC e Bim, uma nova proteina pro-apoptotica da
familia da Bcl-2 (PUTHALAKATH ef al., 1999). A presenga de duas copias da DLCS8 dentro
do complexo da dineina citoplasmatica sugere que a dimerizagdo desta subunidade pode ser
importante para a montagem e fungdo do complexo motor, e o entendimento da relagdo entre
as estruturas terciarias e quaternarias sera util para entender a funcdo da proteina
(BENASHSKI et al., 1997).

Greenwood et al. (1997), utilizando Northern e Western blot, detectaram PIN em:
cerebelo, cortex, mesencéfalo, medula ablongata, hipocampo e medula espinal de ratos

adultos. A isquemia cerebral esta associada ao aumento da produgdo de NO (IADECOLA et
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al., 1995). Inibidores seletivos da nNOS reduzem a area de infarto apos a oclus@o da artéria
cerebral média (IADECOLA, 1997). Camundongos nocauteados para a nNOS exibem area de
infarto menor e aumento da resisténcia de neurdnios na area de Sommers (CAl) a isquemia
global transitoria (HUANG ef al., 1994). Estes dados sugerem que a atividade da nNOS ¢
prejudicial ao cérebro isquémico. Apos isquemia, observou-se um aumento na expressio de
PIN no cortex cerebral e hipocampo de ratos adultos (GILLARDON et al., 1998). Utilizando
Northern blot e hibridizagdo in situ o PIN foi detectado em cérebros pos-isquemia com
acentuado aumento na expressio de PIN. Este aumento de expressdo pode estar relacionado
com a regulagio da produgdo de oxido nitrico, ou com o aumento de DLC contrabalangando
os efeitos da isquemia sobre o transporte intracelular ou a estrutura do citoesqueleto
(GILLARDON et al., 1998).

Utilizando imunohistoquimica, o PIN foi localizado no sarcolema e nucleo de células
de musculos ventilatérios, e nos axénios das fibras nervosas, em ratos. A localizagdo do PIN
em regides musculares onde ha abundancia de nNOS sugere que possa estar desempenhando
papel de regulagio da atividade da nNOS nas fibras de musculo esquelético (GUO et al.,
1999)

Sintases do 6xido nitrico — nNOS.

A descoberta do radical livre éxido nitrico (NO, FURCHGOTT & ZAWADZKI,
1980; IGNARRO et al., 1987; PALMER et al., 1987, GARTHWAITE et al., 1988) que atua
como um mensageiro ndo-convencional nos sistemas vascular, imune e nervoso, desencadeou
um surto de pesquisas sobre esta molécula difusivel e altamente reativa. O NO foi detectado
em abundéincia no sistema nervoso central e periférico (BREDT & SNYDER, 1994). A
sintese do oxido nitrico é catalisada pelas sintases do Oxido nitrico (NOS; L-arginina,
NADPH: oxigénio oxidoredutases formadoras de o¢xido nitrico; E.C. 1.14.13.39) que
convertem L-arginina em citrulina, numa reagdo que requer NADPH e O, (MARLETTA,
1994).

Trés isoformas de NOS foram identificadas. A NOS1 (NOS neuronal, nNOS) € a
isoforma constitutiva da NOS expressa em subpopulagdes neuronais. A NOS3 (NOS

endotelial; eNOS) ¢é a isoforma constitutiva da NOS expressa em células endoteliais. Ambas
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as NOS, neuronal e endotelial, sdo ativadas rapidamente pelo aumento dos niveis de calcio
intracelulares, via calmodulina (BREDT & SNYDER, 1994). A NOS2 (NOS induzida; iNOS)
¢ induzida por citocinas inflamatérias, lipopolissacarideo (LPS) e agentes infecciosos. Esta
ativacio € independente dos niveis de calcio/calmodulina (XIE er al, 1982;
FORSTERMANN et al., 1998). As NOS podem ser caracterizadas como hemeproteinas
citocromo P-450-simile. De modo geral, apresentam um dominio redutase C-terminal e um
oxidativo ou heme-ligante N-terminal. As estruturas primarias das isoformas de NOS
compartilham sequéncias consenso de sitios de ligagdo para calmodulina, NADPH, flavina
adenina dinucleotideo (FAD) e flavina mononucleotideo (FMN), bem como sitios para
fosforilagdo. Cada isoforma catalisa a sintese de NO como uma proteina dimeérica.

O NO ¢ produzido rapidamente sob demanda, ndo sendo armazenade nem inativado
enzimaticamente como os neurotransmissores classicos (SCHMIDT & WALTER, 1994).
Assim, o controle da sintese de NO ocorre pela regulagdo da atividade da NOS. Um dos
mecanismos de sua regulagdo € a interagdo da proteina inibidora da nNOS (PIN) com a
nNOS. PIN age tanto pela inibigdo da dimerizagdo, quanto pela dissociagdo dos dimeros de
nNOS formados, levando a perda de sua atividade catalitica (JAFFREY & SNYDER, 1996).
A regulagdo da atividade da NOS por proteinas-quinase é um mecanismo Ca’"-dependente de
inibicdo da NOS. A nNOS ¢ fosforilada por proteina quinase A cAMP-dependente, e proteina
quinase II calcio/calmodulina-dependente, que agem em diferentes sitios; a fosforilagdo pela
PKC reduz dramaticamente a atividade enzimatica da NOS. A fosforilagdo pela proteina
quinase C regula a atividade da NOS em neurdnios e células endoteliais (BREDT er al.,
1991).

No sistema vascular, o NO foi identificado como o fator relaxante derivado do
endotélio (EDRF), liberado de células endoteliais em resposta a acetilcolina, bradicinina e
histamina, por exemplo (FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980). O NO difunde-se até o
musculo liso onde ativa a guanilato ciclase soluvel (GCs), que catalisa a formagao de cGMP
(MURAD, 1994). O ¢cGMP promove o relaxamento do musculo liso. No Sistema Nervoso
Central, o neurotransmissor excitatorio glutamato, atuando em receptores pos-sinapticos do
tipo NMDA, provoca influxo de Ca™. O aumento da concentragdo de Ca™" ativa a nNOS via
Ca™" /calmodulina, com produgdo de NO (GARTHWAITE ef al., 1988). O NO formado
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difunde-se para o terminal pré-sinaptico onde ativa a GCs, com produgdo de cGMP
(CHRISTOPHERSON & BREDT, 1997). Nos nervos n@o-adrenérgicos nao-colinérgicos do
intestino (NANC), a nNOS est4 seletivamente concentrada em varicosidades axonais do plexo
mioentérico. Durante o peristaltismo intestinal, os potenciais de agdo disparados pelos
neurdnios mioentéricos promovem o influxo de Ca™ nas varicosidades, ativando a
calmodulina que ativa a nNOS. O NO assim produzido se difunde para as células musculares
lisas, ativando a GCs nelas presente. O cGMP formado medeia o relaxamento do musculo liso
(CHRISTOPHERSON & BREDT, 1997).

No encéfalo a atividade neural esta associada a um aumento no fluxo sanguineo
(IADECOLA et al., 1993). A atividade anormal da inervagdo dos grandes vasos cerebrais
parece estar associada a enxaqueca, de vez que alguns bloqueadores de canal de calcio
promovem vasoconstricgao nestes territorios, controlando a enxaqueca (BREDT et al., 1990)
e antagonizam a cefaléia induzida pela nitroglicerina (WELCH, 1993). No SNC, o NO
participa na plasticidade sinaptica, sendo aparentemente essencial para a potenciagdo de longo
prazo (LTP) no hipocampo (MCBAIN et al., 1999) e para a depressao de longo prazo (LTD)
no cerebelo (DANIEL ef al, 1998). Assim, o NO também tem papel funcional na
sinaptogénese, em processos sensoriais, na plasticidade sinaptica e aprendizado. Outra fungdo
dual do NO parece ser proteger/lesar neurdnios na vigéncia de processos excitotoxicos. A
inibicio seletiva da NOS previne a neurotoxidade glutamatérgica mediada por receptores
NMDA em culturas primarias de cérebro, indicando que o NO liberado por neurénios pode
matar neurdnios adjacentes (BREDT ef al., 1991). Em sistemas biologicos, a produgao de
intermediarios reativos de oxigénio associada a deficiéncia de sistemas antioxidantes pode
promover efeitos deletérios do NO. O radical livie NO reage com o superoxido (O7), metais
de transicdo e oxigénio (O,). Cada produto dessas reagdes: peroxinitrito (OONQO’), adutos de
metal-NO, e NO,, respectivamente, pode reagir com sitios nucleofilicos. Reagdes de
nitrosilagio podem ocorrer em outros sitios nucleofilicos sob condigdes mais restritas, como
por exemplo a N-nitrosilagdo de acidos desoxirribonucleicos e modificagdes covalentes de
residuos de tirosina, ambos mecanismos potenciais de toxidade (STAMLER, 1994).

Utilizando imunohistoquimica, a nNOS foi detectada ou ndo no SN humano por alguns

autores. A distribui¢do de neurdnios NOS-IR no cérebro humano foi observada em 4 pacientes
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com uma média de 60 anos (EGBERONGBE er al, 1994). No cerebelo observaram a
marcacdo da NOS em células granulares, células de Purkinje e seus processos, moderada
marcagdo de células estreladas e em cesto e uma densa rede de fibras na camada molecular.
Esta distribui¢do € similar a distribui¢do da atividade da nNOS mostrada em cerebelo de rato
(BREDT et al., 1990, FORSTERMANN et al., 1990, SCHIMIDT et al., 1992), com poucas
diferengas notaveis no cerebelo. Downen et al. (1999) ndo detectaram imunorreatividade para
nNOS no cerebelo humano de 18 a 29 semanas gestacionais, a termo e no adulto. Ohyu e
Takashima (1998) n3o observaram marcagao para a nNOS de nenhuma camada do cortex
cerebelar humano de 13 a 18 semanas gestacionais. Mas detectaram imunorreatividade a partir
de 22 GW até o final da gestagdo e apos os 3 anos, quando o cortex cerebelar € similar ao

cortex adulto.

40



Objetivos

41

OBJETIVOS



Objetivos

42



Objetivos

Padronizar um método para recuperagio da imunorreatividade de PIN, DLC, DIC e nN OS

em tecido cerebelar humano fixado em formalina e emblocado em parafina.

Analisar a expressdo imunohistoquimica do PIN, DLC, DIC e nNOS no cerebelo humano

da ontogénese ao envelhecimento.
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1. Casuistica utilizada neste estudo.

Utilizamos tecido cerebelar humano obtido de autopsias realizadas no Departamento
de Patologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sio Paulo. Os tecidos provieram de pacientes sem historia de doenca
neuroldgica ou psiquiatrica, e sem evidéncia de patologia neurologica detectavel pelo exame
macroscopico e microscopico do SN. O exame neuropatologico foi realizado pelos Profs.
Leila M. C. Chimelli e Luciano N. Serafini. O uso do material foi aprovado pela Comissdo de
Etica do HC FMRP-USP.

Processamos cerca de 110 casos de necropsia e biopsia de varias regides cerebrais e
cerebelares (ZUCCHI & ZANELLA), das quais usamos 0 vérmis € o hemisfério cerebelares.
Entre estes, utilizamos 80 casos entre 11 semanas gestacionais e 98 anos. A idade, a causa
mortis, o intervalo entre o 6bito e a fixagdo do tecido e o tempo de fixagdo estao descritos na
Tabela 1. As idades gestacionais foram determinadas pela historia materna, peso corporal e

um conjunto de medidas do feto, combinados com as caracteristicas histologicas do cerebelo.

2. Processamento do tecido humano.

Os tecidos cerebelares humanos foram fixados em formalina 10% (v/v). O tecido
fixado foi desidratado em etanol, diafanizado em xileno e emblocado em parafina. Os blocos
de tecidos foram cortados em micrétomo modelo RM 2065 (Leica) com Sum de espessura.
As seccdes foram dispostas em liminas tratadas com gelatina/chromalumn. Utilizamos 6
casos de necropsia com idades variando entre 6 e 82 anos, com intervalo entre o 0bito ¢ a
obtengdo do tecido inferior a 7:25 horas, para Western blot e imunohistoquimica de secgoes
congeladas pareadas com secgdes parafinizadas (Tab. 2). Apos a dissec¢do, os tecidos foram
imediatamente congelados em nitrogénio liquido. As amostras foram estocadas em freezer a
-80°C.

Os blocos de tecido congelado utilizados em imunohistoquimica foram divididos em 2
grupos: blocos congelados em n-hexano a -70°C, ou blocos fixados em formalina 10% (Viv),
crioprotegidos em sacarose 15 e 30% sucessivamente e entdo congelados em n-hexano a -

70°C. Os blocos foram cortados em criostato com expessura de 10 um. As secgdes
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parafinizadas pareadas com os blocos congelados foram cortadas em micrétomo modelo RM

2065 (Leica) com 10 um de espessura.

3. Coloracio com Hematoxilina-Eosina das sec¢des cerebelares humanas.
Secgdes de cerebelo humano foram coradas com Hematoxilina de Harris € eosina
(H&E) para analise histopatologica e sele¢ao dos blocos tissulares que apresentassem melhor

conservagao histologica.

4. Desenvolvimento de condicdo de recuperacio da imuno-reatividade de seccoes
cerebelares humanas.

4.1. Recuperacao da imuno-reatividade de PIN em seccoes de cerebelo humano
parafinizadas.

A recuperagdo da antigenicidade foi realizada pela modificagdo do procedimento
experimental descrito por Martins et al. (1999). Um forno de microondas Sharp modelo RB-
4A33, foi utilizado em poténcia nominal maxima. Para a imunolocaliza¢do de PIN as laminas
com secgdes parafinizadas de vérmis e hemisfério cerebelar foram colocadas em jarros Coplin
contendo: tampdo citrato de sodio 10 mM, pH 6 ou tampdo Tris-HCl 50mM, pH 9.5. Sdo
utilizados trés jarros, dispostos simetricamente no forno de microondas, com a mesma
quantidade de solugdo por jarro. Estes cuidados determinam uma irradiagdo reprodutivel em
cada jarro nos diferentes experimentos. Os jarros sdo cobertos com filme PVC (Vitafilm,
GoodYear) preso por uma tira de borracha. Apos fervura por 20 minutos, os jarros Coplin sio
removidos e deixados esfriar a temperatura ambiente por 30 minutos. Sec¢des controle
permaneceram em tampao citrato de sédio 10 mM, pH 6 ou tampao Tris-HCI 50mM, pH 9.5 a

temperatura ambiente, pelo mesmo tempo que as secgdes teste foram tratadas.

4.2. Recuperacio da imuno-reatividade de nNOS em seccdes de cerebelo humano
parafinizadas e congeladas.

Para secgdes parafinizadas utilizadas na imunodetec¢gdo de nNOS utilizamos 0 mesmo
procedimento descrito acima, com os tampdes Tris-HCl 50mM, pH 9.5 e Tris-HCI 50mM, pH

9.5 contendo 5% de uréia Pierce. Utilizamos também um método alternativo, baseado em

48



Materiais e métodos

aquecimento por vapor de agua, de recupera¢do da imunorreatividade da nNOS em secgoes
cerebelares parafinizadas. Em uma panela a vapor colocamos dois jarros Coplin com os
diferentes tampdes durante 45 minutos. Em panela a vapor o tampdo nao entra em ebulicao,
permanece a cerca de 95°C, proporcionando maior integridade das secgdes . Os controles
permaneceram em tampdo Tris-HCI 50mM, pH 9.5 com 5% de uréia (p/v), ou em tampao
Tris-HCl 50mM, pH 9.5.

Para verificar se 0 aumento de imunorreatividade é também observavel em sec¢oes
congeladas, utilizamos panela a vapor por 45 minutos com Os seguintes tampdes em jarros
Coplin: tampdo citrato de sodio 10 mM, pH 6 ou tampdo Tris-HCl 50mM, pH 9.5. Os
controles, onde foi omitido o tratamento pelo vapor, permaneceram em tampdo citrato de

sodio 10mM, pH 6.0 ou tampao Tris-HCI 50mM, pH 9.5.

5. Padronizacio do ensaio imuno-histoquimico para a deteccio de PIN, DLC, DIC e
nNOS em sec¢oes parafinizadas de cerebelo humano.

Durante a corticogénese cerebelar existem diferencas regionais acentuadas de
desenvolvimento (RAKIC & SIDMAN, 1970, ZECEVIC & RAKIC, 1976). Assim, é
necessario escolher uma regido cerebelar para analisar o desenvolvimento em fung&o da idade.
A expressio destas moléculas em secgdes tissulares de vérmis e hemisfério cerebelares

humanos foi observada, quando possivel, no c#/men na profundidade da fissura prima.

5.1. Imunohistoquimica.

Apbs a recuperagio da antigenicidade usando tampao Tris-HCI 50 mM, pH 9,5 por 20
minutos em forno de microondas, as secgdes foram incubadas com glicina 50 mM tamponada
com Tris-base 0.1M, pH 7.4, por 30 minutos a temperatura ambiente, para bloquear grupos
aldeido. As secgdes foram entdo incubadas em tamp@o de bloqueio [tampdo fosfato de sodio
0.02 M, pH 7.4, contendo 0.45 M de cloreto de sodio e 0.3% de Triton X-100 (New England
Nuclear - Tampio B), e 5% (p/v) de leite em p6 Molico e soro de jumento inativado diluido a
1:6 (v/v)] por 4 horas. As secgdes foram incubadas “overnight” a temperatura ambiente com o
anticorpo primario em tampdo de bloqueio. Os controles foram incubados com tampao de

bloqueio apenas. As secgdes foram submetidas a sucessivas lavagens com tampao B. A seguir,

® UNICAMP
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as secgdes foram incubadas por 15 minutos em solugao avidina (Dako), lavadas com tampao B
e incubadas por mais 15 minutos em solucdo biotina (Dako), € novamente lavadas com
tampdo B. O anticorpo primario foi detectado pelo anticorpo secundario biotinilado diluido em
tampdo de bloqueio, por 60 minutos & temperatura ambiente. As sec¢des foram novamente
lavadas com tampao B, e em seguida em PBS. O anticorpo secundario foi detectado usando o
kit Elite ABC-peroxidase (Vector), por 60 minutos a temperatura ambiente. As sec¢Oes foram
novamente lavadas com tamp3o B, e em seguida com tampao Tris-HCI 50 mM, pH 7.6. A
marcacdo foi feita usando H;O, como substrato em presenga de 0.4 mg/ml de 3, 3’-
diaminobenzidina (DAB). A reagdo foi interrompida com agua Milli-Q apés 12 minutos. Os
cortes foram desidratados com alcoois e diafanizados em xilol. As sec¢des foram montadas
entre lamina e laminula com Permount.

As laminas foram analisadas utilizando microscopio modelo JENAMED 2 (Carl Zeiss)
e lupa modelo SZH10 (Olympus). As fotos foram feitas com microscopio Optico modelo

BX60F3 (Olympus).

5.2. Anticorpos.

Todos os anticorpos utilizados foram purificados por afinidade.

Anticorpos primarios utilizados em imunohistoquimica e Western blot: policlonal
cabra anti-PIN [PIN (N-19), Santa Cruz Biotehnology] diluido a 1:10; policlonal coelho anti-
DLC R4058 (cedido pelo Prof. Dr. Stephen M. King), para detec¢do da cadeia leve da dineina
de 8 kDa, diluido a 1:20; monoclonal camundongo anti-DIC (MAB1618 Chemicon), para a
detecgdo da cadeia intermediaria da dineina de 74 kDa, diluido a 1:100; policlonal coelho anti-
nNOS (Transduction Laboratories) diluido a 1:25.

Anticorpos secundarios utilizados em imunohistoquimica: biotinilado coelho anti-cabra
E0466 (DAKO) para detec¢do de anti-PIN, diluido a 1:100; biotinilado porco anti-coelho
E0353 (DAKO) para a detecgao de anti-DLC e anti-nNOS, diluido a 1:100; biotinilado coelho
anti-camundongo E0354 (DAKO), diluido a 1:100 para a detec¢édo de anti-DIC.

Anticorpos secundarios conjugados com peroxidase foram utilizados em Western blot:

anti-coelho para a detecg¢do de anti-DLC, diluido a 1:1000 (Amershan Pharmacia Biotech);
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anti-camundongo para a detecgio de anti-DIC, diluido a 1:2000 (Amershan Pharmacia

Biotech); anti-coelho para a detecgdo de anti-nNOS, diluido a 1:5000 (Promega).

6. Ensaio imunohistoquimico para a localizagio de PIN e nNOS em seccdes cerebelares
congeladas.

Utilizamos secgdes cerebelares congeladas e secgdes fixadas e congeladas para
verificar se a imunorreatividade para o PIN e nNOS é a mesma mostrada em secgoes
parafinizadas. Os casos foram cuidadosamente selecionados, de modo que foram utilizados
apenas tecidos cerebelares de casos com intervalos post mortem curtos (entre 2:30 e 5 horas).
O congelamento dos tecidos foi feito em n-hexano a -70°C logo apos as autopsias. Estes
cuidados foram necessarios para minimizar a autolise. Parte do mesmo material foi fixado em
formalina e crioprotegido em sacarose 15 e 30% sucessivamente e congelado em n-hexano a -

70°C.

7. Imunodetecgio de PIN, DLC, DIC e nNOS utilizando imunoblot.
7.1. Preparacio do homogeneizado de tecido cerebelar humano.

O homogeneizado de vérmis e hemisfério cerebelar humano foi preparado com tampao
de homogeneizag¢io a 10% (p/v). Ao tampdo de homogeneizagdo (Tris-HCI 25 mM, pH 7.5)
foram adicionados inibidores de proteases (PMSF 0,3 mM, aprotinina 0,3 mM, benzamidina
1mM). A homogeneizagio foi feita em homogeneizador Potter-Elvejhem com pistilo de teflon
a 1000 rpm. Foram feitas 10 excurssdes do pistilo, mantido em banho de gelo. Aliquotas
foram separadas para dosagem de proteinas. Ao restante do homogeneizado foi adicionado
tamp3o Laemli [Tris-HCI 2M, pH 6,8, contendo SDS 10% (p/v), sacarose 10% (p/v), azul de
bromofenol e B-mercaptoetanol 3,6 M] em uma proporgao de 4 (homogeneizado): 1 (tampao)

(v/v). As amostra foram fervidas por 3 minutos, e estocadas em freezer a —40°C.

7.2. Dosagem de proteinas.
A dosagem de proteinas foi feita segundo o método de Lowry (1951), utilizando
soroalbumina bovina como padrio. Todas as determinagdes foram feitas em duplicata. A

concentragdo de proteinas nas amostras foi determinada por interpolagdo, utilizando curva-
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padrio obtida por regressio linear pelo Programa GraphPad Prism versio 2.01. A

determinagdo da absorbancia das solugdes foi feita usando espectofotdometro Beckman,

modelo 25.

7.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida - sistema desnaturante (SDS-PAGE).

O procedimento utilizado foi o mesmo descrito por Laemmli e Favre (1973). Foram
utilizados géis de poliacrilamida de 5 a 22 %. Os géis de separagdo sdo compostos por: tampao
Tris-HCl 0,375 M, pH 8,8, acrilamida-bisacrilamida, N,N,N’,N’ tetrametilenodiamina
(TEMED) 0,125 % (v/v), persulfato de amonia 0,065 % (p/v), azul de bromofenol, SDS 0.1%
(v/v). Géis de empilhamento a 5% de concentragio de acrilamida/bis-acrilamida: tampdo Tris-
HCI 0,125 M, pH 6,8, acrilamida-bisacrilamida 5% (p/v), SDS-PAGE 10% (v/v), TEMED
0,125 % (v/v), persulfato de amonia 0,065% (p/v), azul de bromofenol. Foram aplicadas 20 pg
de proteina/po¢o das amostras de vérmis e hemisfério cerebelares humanos fervidas por 3
minutos. Nos pogos laterais do gel foi aplicado o padriao de peso molecular SDS-7B (180 kDa;
116 kDa; 84 kDa; 58 kDa; 48,5 kDa; 39,5 kDa; 26,6 kDa - Sigma). Ao padriao SDS-7B foi
adicionada a metalotioneina (Sigma), uma proteina de 6 kDa utilizada como padrao de baixo
peso molecular. Como controle positivo para anti-PIN e anti-DLC utilizamos uma amostra de
DLC de Chlamydomonas reihardtti purificada com a PLM (proteina ligante de maltose)
semiclivada pelo fator Xa que rompe especificamente a ligacdo entre as duas proteinas (cedido
pelo Prof. Dr. Foued S. Espindola); e para a anti-nNOS utilizamos lisado de pituitaria de rato
(Transduction Labs.). Para a corrida eletroforética foi utilizada uma corrente elétrica de 30

mA/gel.

7.4. Eletrotransferéncia.

A eletrotransferéncia de proteinas do gel de poliacrilamida para a membrana de
nitrocelulose 0.2 um foi realizada de acordo com o método estabelecido por Towbin ef al.
(1979). O sanduiche de blot foi preparado na seguinte ordem: suporte plastico, esponja, papel
de filtro, gel de poliacrilamida, membrana de nitrocelulose, papel de filtro, esponja, suporte
plastico; no sentido anion-cation. A solugdo utilizada para a eletrotransferéncia foi a solugdo

tampao Tris-HCl 20 mM pH 8.3, contendo SDS 0,1% (p/v), 100 mM glicina e metanol 20%
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(v/v). Para a transferéncia de PIN/DLC utilizamos 35 V, durante 15 minutos a tamperatura
ambiente. Para a transferéncia de DIC e nNOS utilizamos uma corrrente elétrica de 80 mA/gel

durante 12 horas a 4 °C. As membranas de nitrocelulose foram coradas com Ponceau.

7.5. Fixacdo da membrana de nitocelulose.

A fixagdo das membranas de nitrocelulose em glutaraldeido 0.02% diluido em PBS
[tampdo fosfato de sodio 0,02 M, pH 7,4, contendo 0,45 M de cloreto de so6dio] durante 10
minutos foi feita imediatamente apos a transferéncia. Foram fixadas as membranas utilizadas
para Western blot para PIN e DLC, para a fixagdo de proteinas de baixo peso molecular na
membrana de nitrocelulose. Apos a fixagdo a membrana de nitrocelulose foi lavada durante 30
minutos em tampéo Tris-HCl 20 mM pH 8,3, contendo glicina 100 mM, e em seguida trés
lavagens de 5 minutos em tampdo de lavagem [PBS contendo TWEEN 20 a 0,05% (v/v)].
Apos as lavagens a membrana foi corada com Ponceau para a confirmacdo da transferéncia, e

descoradas com agua Milli-Q.

7.6. Revelacio enzimatica para deteccio de PIN, DLC, DIC e nNOS - Western blot.
7.6.1. PIN e DLC.

As membranas de nitrocelulose foram umedecidas em tampao de lavagem sob lenta
agitagdo durante 10 minutos. Apos, foram bloqueadas em tampao PBS contendo TWEEN 20 a
0.05 % (v/v) e leite em pdé Molico desnatado a 5% (p/v) a temperatura ambiente por 90
minutos, para bloquear os sitios inespecificos de ligagdo. Apos o bloqueio, a membrana de
nitrocelulose foi incubada com os anticorpos primarios anti-PIN (1:250) ou anti-DLC (1:200)
diluidos em PBS durante 60 minutos. Em seguida, a solugdo contendo o anticorpo foi
removida, e a membrana foi lavada 3 vezes com tamp@o de lavagem durante 15 minutos. A
membrana de nitrocelulose foi entdo incubada por 1 hora com o anticorpo secundario
conjugado com a peroxidase, diluido em PBS. Apés a incubagdo lavamos a membrana 3 vezes
com tamp3o de lavagem, durante 15 minutos. A revelacio foi feita por quimioluminescéncia

utilizando o Kit ECL pela rea¢do da peroxidase.
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7.6.2. DIC.
A metodologia foi semelhante a utilizada para a detecgao de bandas de PIN e DLC,

com algumas diferen¢as quanto aos tempos de incubagdo. A membrana de nitrocelulose foi
bloqueada durante 12 horas. A incubagdo com o anticorpo primario monoclonal anti-DIC

diluido a 1:1000 em PBS foi feita durante 8 horas. Os demais procedimentos e solugdes foram

0§ mesmos.

7.6.3. nNOS.
As membranas foram umedecidas em tampao B (tamp@o fosfato de sédio 0.02 M, pH

7.4, contendo 0.45 M de cloreto de sodio e 0.3% de Triton X-100 -New England Nuclear) sob
agitagdo a temperatura ambiente por aproximadamente 30 minutos. Foram entdo incubadas
com tampa@o de bloqueio [leite em p6é Molico desnatado a 5% (p/v), e soro de jumento
inativado diluido a 1:6 em tampdo B] por 4 horas a temperatura ambiente sob agitagdo
constante. Apos o bloqueio, a membrana de nitrocelulose foi incubada com anticorpo anti-
nNOS diluido a 1:400 em tampio de bloqueio, “overnight” a temperatura ambiente. Em
seguida, a solu¢do contendo o anticorpo foi removida, e a membrana foi lavada 7 vezes com
tampdo B durante 50 minutos. A membrana de nitrocelulose foi incubada por 1 hora com o
anticorpo secundario anti-coelho conjugado com a peroxidase diluido a 1:5000 em tampio de
bloqueio. A solugdo contendo o anticorpo foi entdo removida, € a membrana foi lavada 6
vezes com tampao B durante 30 minutos, € em seguida 3 lavagens de 5 minutos em tampao
Tris-HCl 50 mM ph 7.6. A revelagao foi feita por quimioluminescéncia em camara escura,
onde a membrana foi incubada em tampao carbonato-bicarbonato 20 mM pH 9.6 durante 5

minutos, e apos incubada em kit ECL (Amershan Pharmacia Biotech).
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1. Histogénese cerebelar como vista usando seccées coradas com HE.

Durante a corticogénese cerebelar ha diferengas regionais acentuadas de
desenvolvimento. Por isso é necessario escolher uma regido cerebelar para analisar o
desenvolvimento em fungdo da idade (Rakic e Sidman, 1970). A regido escolhida foi o
culmen, na profundidade da fissura prima. Podemos observar o desenvolvimento cerebelar nos
5 diferentes estadios.

Estadio de duas camadas (até 10 GW): zonas marginal (MZ) e intermediania (I1Z)
além da ventricular (VZ). Este periodo ndo foi documentado, pois ndo obtivemos cerebelo de
embrides entre 3 e 8 GW em boas condigdes de preservagao.

Estadio de trés camadas (10-20 GW): entre 10 e 11 GW aparece uma camada celular
na superficie externa do cortex cerebelar, na regido mais externa da zona marginal, a camada
germinativa externa (EGL — Fig. 1 A). A EGL consiste de células com citoplasma escasso e
nticleo fortemente corado. No inicio deste periodo sua espessura é de 3-4 células. Na 19-20*
GW, a EGL tem espessura de 5-6 células (30-35 um). A camada molecular aparece em torno
da 19°-20* GW. Nesta idade a camada de células de Purkinje prospectiva comega a se tornar
mais conspicua, como uma condensagdo da IZ. Durante a 12°-13* GW o primérdio do nucleo
denteado e dos nucleos do teto aparecem na IZ.

Estadio de cinco camadas (20-32 GW): a EC  om 20-21 GW apresentou espessura
de 6-9 células e a espessura da MOL n@o mudou apreciavelmente. O notavel neste periodo foi
o aparecimento de uma banda relativamente acelular, com 15-20 um de espessura, visivel na
profundidade da fissura prima, mas ndo em todos os lobulos cerebelares. Esta banda,
denominada /amina dissecans (LD) fica entre as camadas de celulas de Purkinje e granular.
Assim, ao término do 5° més lunar gestacional o cortex cerebelar é constituido por 5 camadas
que sdo da superficie pial para dentro: EGL, MOL, PCL, LD e GL (Fig. 1 B, C). A lamina
dissecans foi se reduzindo até desaparecer ao redor da 32* GW.

Estadio de quatro camadas (32 GW-1 ano): no periodo entre 32 GW e o nascimento
a espessura da EGL permanece constante, concomitantemente com o grande aumento da area
da superficie cerebelar. A espessura da MOL continuou aumentando, atingindo 90-110 um ao
térmo. Os corpos das células de Purkinje se tornaram mais espagados e mais claramente

estratificados em camada com uma unica célula de espessura durante este periodo. Durante os
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primeiros seis meses pos-natais (Pmo) a espessura da EGL se reduziu para 25-30 pm,
enquanto que a espessura da MOL praticamente dobrou atingindo aproximadamente 200 pum
(Fig. 1 D). No 7° Pmo vimos apenas um vestigio da EGL, uma fileira unica e descontinua de
células. A EGL nio foi detectavel apds o 12° Pmo.

Estadio de 3 camadas (1 ano em diante). A partir do segundo ano pos-natal o
cerebelo adquiriu o padrdo adulto de laminagdo cortical, com trés camadas: MOL, PCL e GCL

(Fig. 1 E).

2. Desenvolvimento de metodologia imunohistoquimica, baseada em recuperacao
antigénica.

2.1. Recupera¢iao da antigenicidade utilizando microondas em sec¢des parafinizadas
para a detec¢io de PIN-imuno-reativo simile (IR).

Utilizando tampdo Tris-HCI 50 mM, pH 9,5 na recuperagdo antigénica das secc¢oes
cerebelares anti-PIN marcou fortemente interneurénios na MOL —células em cesto e
estreladas- no niacleo. PIN-IR foi detectado em aglomerados de células granulares, marcadas
no nucleo e no citoplasma. Citoplasma e dendritos de c€lulas de Purkinje ndo foram marcados;
entretanto, detectamos marca¢do de alguns nucleos destas células (Fig. 2 A). No nucleo
denteado os grandes neurOnios ganglionares exibiram marcagdo nuclear moderada e
citoplasmatica fraca. Nucleos de neurdnios pequenos no nucleo denteado também foram
marcados (Fig. 2 F).

Utilizando tratamento em forno de microondas por 20 minutos observamos que a
imunorreatividade foi bem recuperada em tecido cerebelar humano. A imunorreatividade de
PIN foi obtida mais eficientemente com a utilizagdo de tampao Tris-HCL 50 mM, pH 9,5
durante o tratamento com microondas (Figs. 2 A, F). A utilizagdo de tampao citrato de sodio
10mM, pH 6,0 na recuperagdo antigénica das secgdes cerebelares foi menos eficiente que com
tampdo Tris-HCl 50 mM, pH 9,5 (Fig. 2 B). PIN foi detectado fracamente em secgdes que
permaneceram nos tampdes Tris-HCI ou citrato de sodio, porém ndo foram submetidas ao
tratamento com forno de microondas (Fig. 2 C, G).

A recuperag@o da antigenicidade também foi observada para anti-DLC com o mesmo

tratamento com tampao Tris-HCl 50 mM pH 9.5 e forno de microondas, em secgdes tratadas

58



Resultados

do mesmo modo e processadas em paralelo (Fig. 2 D). Controles obtidos por omissao dos
anticorpos primarios anti-PIN (Figs. 2 E- cortex, H- nicleo denteado) e anti-DLC, tratados ou
nio em forno de microondas, com tampdes Tris-HCI ou citrato de sodio, ndo exibiram imuno-
marcagao.

Observamos a marcagio para anti-PIN das mesmas estruturas, com e sem tratamento
com forno de microondas, e com os diferentes tampdes (Figs. 2 A-C). Anti-DLC imuno-
marcou as mesmas estruturas que anti-PIN (Fig. 2 D). Tomados em conjunto, nossos estudos
sobre a recuperagio da imunorreatividade de PIN-IR no cerebelo, fixado com formalina 10% e
emblocado em parafina, mostraram que € possivel aumentar a intensidade da imuno-marcagao
para PIN e para DLC tratando as secgdes tissulares com tampao Tris-HCl 50 mM, pH 9,5, em

forno de microondas por 20 minutos.

2.2. Imunorreatividade para PIN em sec¢des cerebelares congeladas.

As secgbes fixadas e congeladas exibiram intensa marcagdo de granulagoes na regiao
dos plexos ganglionares. Observamos alguns interneurdnios intensamente marcados no nucleo
e citoplasma celular, outros fracamente marcados. As células de Purkinje aparecem
moderadamente marcadas no nucleo. A camada granular apresenta fraca marcagdo em
“patches”, exceto em pontos espalhados intensamente marcados. Algumas células na
substancia branca aparecem intensamente marcadas.

Estes resultados mostraram que a expressio de PIN em secgdes congeladas coincide
com a marcacdo de secgdes parafinizadas, apesar destas exibirem imunorreatividade mais

intensa.

2.3. Imunolocalizacio de nNOS em seccdes cerebelares humanas utilizando recuperagao
antigénica com Tampio Tris-HCl 50 mM, pH 9.5 contendo 5% de uréia (p/v) em forno
de microondas.

O aspecto mais notavel utilizando a recuperagdo antigénica em forno de microondas
com solugio tampdo Tris-HCl 50 mM, pH 9,5 contendo uréia a 5% (p/v) para a
imunolocalizagdo de nNOS, em relagio ao mesmo procedimento sem a adigdo de uréia, foi a

intensificagdo da marcagdo dos processos das células estreladas e em cesto (interneur6nios) e a
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exuberante marcagao de seus corpos celulares. Os tipos celulares imunomarcados foram os

mesmos utilizando o mesmo tratamento sem a adi¢do de uréia.

2.4. Recuperagdao da antigenicidade da nNOS utilizando vapor em sec¢oes congeladas,
fixadas e congeladas e sec¢des parafinizadas.

Este método foi tdo eficiente quanto o método de recuperagdo antigénica por
microondas para a imunolocalizagdo de nNOS em secgdes parafinizadas. As secgdes
parafinizadas exibiram marca¢do aumentada dos processos dos interneurénios quando tratadas
com tampao Tris-HCI 50 mM, pH 9.5 contendo uréia a 5% (p/v), assim como ocorre no
tratamento por microondas.

Em secgdes congeladas observamos intensa imunorreatividade sem qualquer
tratamento, por vapor ou microondas. A incubagdo de tecido congelado em tampdo citrato de
sodio em panela a vapor intensificou a imunorreatividade da nNOS, mostrando os processos
dos interneurdnios marcados mais intensamente que em secgdes ndo tratadas. Em algumas
secgOes este tratamento danificou o tecido. As secgdes incubadas em tampao Tris-HCI 50mM,
pH 9.5 foram danificadas.

Em sec¢Oes fixadas e congeladas sem o tratamento a vapor observamos fraca
imunorreatividade. Utilizando o tratamento a vapor em tampao citrato de sédio 10 mM, pH
6,0 a imunorreatividade foi intensificada. Observamos intensa marca¢do dos interneurdnios e
seus processos. Observamos moderada marcagao das células de Purkinje e seus dendritos e de

células granulares na GL, “em manchas”.

3. Expressao imunohistoquimica de PIN e moléculas relacionadas no cerebelo humano.
3.1. Imunolocalizacdo de PIN durante a corticogénese cerebelar do periodo pré e pos-
natal até o inicio da idade adulta.
3.1.1. Estadio de duas camadas: até 10 GW.

Durante este periodo ndo obtivemos espécimes em boas condigdes histologicas e
imunohistoquimicas. Assim, ndo foi possivel documentarmos a expressio de PIN-IR no

estadio de corticogénese de duas camadas.
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3.1.2. Estadio de trés camadas: 10-20 GW.

Neste periodo chama a atengdo a marcagdo da EGL, que foi detectada desde a 11* GW,
a idade mais precoce disponivel. A marcagdo das progenitoras das células granulares € intensa,
principalmente no nucleo da célula (Figs. 3 A, C, D—controle, E). A marca¢do PIN-positiva foi
intensa também na zona intersticial (ZI — Fig. 3 E) e a zona ventricular (ZV - Fig. 3 B). A
zona intersticial exibe uma condensagdo préxima a ZM bem marcada. Em idades mais tardias
como 17-20 GW a EGL apareceu menos marcada na zona proliferativa que na zona pre-
migratéria. A camada molecular exibiu células alongadas e arredondadas intensamente
marcadas no nucleo e citoplasma celular. A prospectiva camada de células de Purkinje
apresentou intensa marcagdo nuclear. Ainda ndo foi possivel distinguir a GL da ZI (Figs. 3 A-
E).

3.1.3. Estadio de cinco camadas: 20-32 GW.

No inicio deste periodo a marca¢do para o PIN foi intensa na EGL e comparavel ao
estadio de trés camadas. A zona pré-migratéria apareceu mais fortemente PIN-marcada que a
zona proliferativa. Os interneurdnios da MOL exibiram intensa marcagdo nuclear e
citoplasmatica. As células de Purkinje exibiram nucleos fortemente marcados para PIN. Neste
estadio a lamina dissecans nio foi detectavel em todos os 16bulos cerebelares imuno-marcados
para PIN, de modo anélogo ao que havia sido visto usando HE. A GL exibiu PIN-IR no nucleo
e no citoplasma das células granulares (Fig. 3 F). Em 28 GW observamos células com perfil
migratorio moderadamente marcadas no nucleo e citoplasma.

Em 30 GW a lamina dissecans ja desaparecen. A EGL e a GL exibiram
imunomarca¢do para o PIN moderada. Os interneurdnios e as células de Purkinje apareceram
intensamente PIN-imunomarcados no nicleo celular e moderadamente no citoplasma (Fig. 3
Q).

3.1.4. Estadio de quatro camadas: 32GW até 1 ano pos-natal.
No inicio deste periodo, em 34 GW a marcagdo PIN-IR da EGL foi moderada na zona
proliferativa e intensa na pré-migratoria. Os interneurénios foram intensamente PIN-

imunomarcados. As células de Purkinje exibiram marcagao citoplasmatica moderada e nuclear
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intensa. A GL exibiu moderada marcagao nuclear e intensa citoplasmatica (Fig. 3 H). A VZ
exibiu intensa marcagdo. Os grandes neurdnios ganglionares do nucleo denteado apareceram
intensamente marcados para PIN no nucleo e fracamente no citoplasma (Fig. 6 A). Apos o
nascimento a marcagdo na zona proliferativa da EGL foi mais fraca, porém a marcagdo das
células da zona pré-migratéria continuou intensa (Figs. 3 I-J). A medida que a corticogénese
avanga ha redugdo na espessura da EGL (Figs. 3 I-L). Os interneurdnios na MOL foram PIN-
IR fortemente positivos, com marcagdo nuclear intensa e citoplasmatica moderada (Figs. 3 I-
M). A intensidade da marcagdo dos nucleos das células de Purkinje reduziu-se, € no
citoplasma € fraca ou ausente. O padrio de marcagdo da GL € “em manchas” ou “patches”
caracteristico para varias moléculas, com intensa marcagdo citoplasmatica e fraca marcagio
nuclear (Figs. 3 I-M).

Neste periodo o que mais chamou-nos a atengdo foi a presenga de imunorreatividade
para o PIN em células com perfil migratério bem caracteristicas. No estadio de cinco camadas,
em 28 GW, e no estadio de quatro camadas, em 34 GW também as detectamos, porém menos
caracteristicas que apés o nascimento em 2 dias (Figs. 3 I; 4 A-C), 3 dias, 21 dias e 3 meses
pos-natais (Fig. 3 J). Estes dados sdo inéditos na literatura, o que reforga nosso interesse neste
estudo. Nestes espécimes foram observadas células com perfil migratério moderadamente
imunomarcadas (Figs. 3 I-J; 4 A-C). No espécime de 2 dias (Fig. 4) observamos a EGL com as
celulas da zona pré-migratoéria imunomarcadas mais intensamente que as células da zona
proliferativa (Figs. 3 [, 4 A-B). O processo lider das células com perfil migratorio (Figs. 4 A-
B, setas menores; C, cabe¢a de seta ) e o “trailing process” (Fig. 4 C, seta menor) foram
moderadamente imunomarcados. As células com perfil migratério estavam intimamente
apostas a cabos de glia de Bergmamm translacidos (Fig. 4 A, seta menor). A marcagio PIN-IR
dos interneurdnios na camada molecular oscilou (moderada a intensa) no nicleo celular e foi
fraca no citoplasma, e os processos dos interneurdnios nunca apareceram imunomarcados
(Figs. 4 A-C, setas maiores). As células de Purkinje apresentaram marcagdo para o PIN, que
no nucleo variou de forte a moderada (Figs. 3 I-J) e fraca no citoplasma. A camada granular
apresentou forte imunomarcagio para o PIN nos primeiros dias pos-natais, e posteriormente
oscilou entre moderada a fraca, principalmente no citoplasma, ja exibindo o padrio

caracteristico “em manchas” (Figs. 3 I-M). No hemisfério cerebelar, os grandes neurdnios
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ganglionares do niicleo denteado apresentaram nucleo intensamente marcado para o PIN, e

marcag¢do fraca e heterogénea de citoplasma (Fig. 6 A).

3.1.5. Estadio de trés camadas: Segundo ano de vida ao inicio da idade adulta.

A EGL desapareceu em torno do fim do primeiro ano de vida. No inicio deste periodo
a MOL exibiu marcagio nuclear de interneurdnios entre moderada e forte e em alguns casos
fraca marcagdo citoplasmatica, o inicio de processos de algumas destas células exibe PIN-IR.
Apbs os 7 anos os interneurdnios mantiveram a marcagdo nuclear moderada a forte, e
citoplasmatica fraca. As células de Purkinje exibiram marcagdo nuclear moderada. Neste
periodo, a partir da idade de 7 anos, aparece imuno-marca¢ao PIN-IR intensa, puntiforme
grosseira, na regiio dos plexos ganglionares. A marcagdo da GL € menos intensa que nos
periodos anteriores. Na GL a marcagdo ¢ fraca no micleo, e oscila de moderada a forte no
citoplasma. A marcagio da GL foi sempre “em manchas” mostrando células granulares
imunomarcadas e outras ndo marcadas (Figs. 5 A-C). No nucleo denteado foram observados

neurdnios ganglionares intensamente marcados no nucleo e fracamente no citoplasma (Fig. 6

B).

3.2. Expressio de PIN durante a idade adulta e envelhecimento do cerebelo humano.

O padrio geral de imuno-marcagdo das varias camadas cerebelares para PIN-IR em
adultos e idosos ndo difere essencialmente daquele descrito para adultos jovens no final da
adolescéncia. Nos adultos observados a partir dos 33 anos, até idosos de 90 anos os
interneurdnios da camada molecular exibiram um padrdo moderado de marcagdo nuclear
(Figs. 5 C-H). Aos 98 anos os interneurdnios apareceram fracamente imunomarcados para o
PIN, mas este espécime foi o tinico observado nesta faixa etarna.

Neste periodo também foi detectada marcagdo puntata e grosseira nos plexos
ganglionares, porém mais grosseira € em maior quantidade que em adultos
jovens/adolescentes. As células de Purkinje apresentaram marcagdo nuclear que variou de
fraca a moderada, e citoplasmatica muito fraca ou ausente, na maioria das c€lulas observadas,
até os 90 anos (Figs. 5 D-H). No paciente de 98 anos foi observado um nimero reduzido de

células de Purkinje, entre elas raras imuno-marcadas.
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A GL exibiu marcacdo nuclear fraca, em alguns casos moderada e marcagao
citoplasmatica variando de moderada a forte até a 90* década. O padrido de marcagdo da GL
continuou o mesmo, “em manchas”. No nucleo denteado, até a idade de 98 anos, foram
observados grandes neurdnios ganglionares intensamente marcados no nucleo e com fraca
marcag¢ao granular no citoplasma (Figs. 6 C-D; 7 A-D). Em alguns pacientes nesta faixa etaria
apareceram células menores intensamente imunomarcadas para o PIN (Figs. 6 C-D; 7). Chama
a aten¢do na GL a presenga de marcagdo puntata delicada, de tamanho inferior ao de duas
células granulares (diametro menor que cerca de 12 um) em estrutura ndo identificada a
microscopia optica. Em varias sec¢des de diferentes idades foram detectados vasos PIN-IR no

cortex cerebelar, fibras PIN-IR na GL e células PIN-IR na substancia branca.

3.3. Expressdo de DLC em seccdes cerebelares humanas durante a corticogénese pré e
pos-natal até o inicio da idade adulta.

A marcagao para anti-DLC aparece nas mesmas regides e tipos celulares, e tém mesma
localiza¢@o subcelular que a marcag@o para anti-PIN e a intensidade da reacdo € proxima. As
granulagdes nos plexos ganglionares que comegam a aparecer no segundo ano de vida
utilizando anti-PIN e apresentam imunorreatividade entre moderada e intensa, como descrito
anteriormente, apareceram COmo uma marcagao puntata muito fina utilizando anti-DLC. As

idades observadas estdo descritas na Tabela 1.

3.3.1. Estadio de trés camadas: 10-20 GW,

Em 11 GW as células das diferentes regides aparecem bem marcadas no ntcleo e no
citoplasma. No paciente de 18.5 GW a marcagdo da EGL é mais intensa na zona pré-
migratoria no nicleo e no citoplasma. Nas camadas mais internas a marcagio é fraca no
nicleo e citoplasma, e algumas células aparecem mais intensamente marcadas, possivelmente

a prospectiva camada de células de Purkinje.

3.3.2. Estadio de cinco camadas: 20-32 GW.
No inicio deste periodo, em 22 GW, a EGL aparece moderadamente marcada no

citoplasma e fracamente no nucleo. A camada molecular estd moderadamente marcada, mas
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nio foi possivel diferenciar os intreneurdnios. A camada de células de Purkinje aparece com
marcacdo moderada no nucleo celular.

Em 26 GW a EGL aparece intensamente marcada na zona pré-migratoria. Nas células
de Purkinje, que neste perfodo esta em multicamada, a marcagdo oscila de forte a moderada no
ntcleo celular. A GL esta moderadamente marcada e algumas células intensamente marcadas.

No final do periodo, em 30 GW, a EGL apresenta-s¢ bem marcada proximo a pia, a
regido entre a zona proliferativa e a zona pré-migratoria da EGL esta fracamente marcada e a
zona pré-migratoria encontra-se novamente bem marcada. Na MOL ¢é possivel visualizar
células fracamente marcadas e outras intensamente marcadas no nucleo e citoplasma. Foi
dificil delimitar PCL e GL. A PCL aparece bam marcada principalmente no nucleo celular.
Na GL mais abaixo da PCL algumas células estdo intensamente marcadas no micleo e no

citoplasma, e outras pouco marcadas.

3.3.3. Estadio de trés camadas: 32 GW até 1 ano pés-natal.

A EGL aparece fracamente marcada no nucleo e no citoplasma em 34 GW. A zona
pré-migratéria exibe marcagdo mais intensa. Os interneur6nios da camada molecular aparecem
intensamente marcados no nucleo e citoplasma. O nucleo das células de Purkinje aparece
moderadamente marcado. A GL exibe o padrio de marcagdo em “patches”, com nucleo
marcado fracamente e citoplasma moderadamente marcado.

Observamos células com perfil migratério fracamente marcadas em 2 dias pos-natais.
Os interneurdnios aparecem moderadamente marcados no micleo e citoplasma. A EGL
aparece mais intensa na zonma pré-migratoria que na zona proliferativa. A PCL apresentou
nicleos com marcacdo moderada a intensa. Na GL a marcagao citoplasmatica € moderada e a
nuclear é fraca “em manchas”. No nucleo denteado a marcag@o nuclear € intensa.

Em 3 meses pos-natais a marcagio é fraca. Os interneurénios estdo moderadamente

marcados no nucleo e citoplasma. Células com perfil migratorio estao fracamente marcadas.
3.3.4. Estadio de trés camadas: segundo ano pés-natal até o inicio da idade adulta.

Podemos observar interneurdnios intensamente marcados no nucleo e citoplasma,

nicleos de células de Purkinje moderadamente marcados, e a camada granular marcada “em

65



Resultados

manchas” em um caso de 1 ano e 6 meses (Fig. 2 D). Aos 7 anos a marcagdo ¢€
moderada no nucleo dos interneurénios e das cé€lulas de Purkinje. Aos 19 anos a marcagio é
intensa no nucleo dos interneurénios € moderada nas células de Purkinje. A GL em “patches”
foi fracamente marcada no caso de 7 anos € moderadamente no caso de 19 anos. A marcagio

dos plexos ganglionares € puntata e muito fina.

3.4. Expressao de DLC durante a idade adulta até o envelhecimento.

Dos 48 aos 90 anos a marcacao € intensa no nucleo dos interneurénios e moderada nas
c€lulas de Purkinje. A GL foi moderadamente marcada no citoplasma e fracamente no nicleo,
exibindo o mesmo padrio “em manchas” As células de Golgi aparecem intensamente
marcadas no nucleo celular. Aos 98 anos a marcagdo foi fraca. Nesta idade as células
ganglionares do nucleo denteado aparecem moderadamente marcadas no nicleo celular, e de

forma heterogénea no citoplasma, apresentando granulages bem marcadas.

3.5. Expressao de DIC-IR simile em sec¢oes de cerebelo humano.

A marcacdo para anti-DIC foi fraca em todas as idades observadas. DIC imunorreativa
foi observada principalmente na EGL, com fraca marcac@o; nos plexos ganglionares, a partir
de 7 anos, intensamente; € em pontos esparsos da GL, a partir de 7 anos. Antes de 30 GW a
marcac¢do observada foi muito fraca, aparentemente apenas citoplasmatica, em todos os tipos
celulares. Em contraste, a marcagéo para PIN/DLC aparece no citoplama e nucleo celular. Os

casos observados estdo descritos na Tabela 1.

3.5.1. Estadio de cinco camadas: 20-32 GW.

Observamos em 30 GW marcacao fraca da EGL, porém mais destacada que as demais
regides. A MOL, a PCL e a GL apresentaram fraca marca¢do. A marcacdo do nucleo denteado
foi moderada, nao houve marcagdo nuclear e aparentemente as células ganglionares foram

marcadas ao redor do nucleo, no citoplasma e na matriz extracelular.
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3.5.2. Estadio de quatro camadas: 32 GW até 1 ano pés-natal.

Em um espécime de 2 dias pos-natais destaca-se a marcagdo da EGL, apesar de fraca.
Observamos a marcagdo de células granulares no citoplasma e aparentemente ao redor do
nucleo. Fibras gliais também foram marcadas na MOL. As células com perfil migratério
apresentam fraca marcagdo citoplasmatica e ao redor do nucleo, sobre cabos de glia
fracamente imunorreativos. Os demais tipos celulares exibiram marcagdo muito fraca. A GL
apresenta marcagdo em “patches”, apesar de muito fraca.

Nas outras idades observadas neste periodo a marcagio de todos os tipos celulares foi

muito fraca, sem nenhuma particularidade a comentar.

3.5.3. Estadio de trés camadas: apés o segundo ano pés-natal até o envelhecimento.

O destaque da marcagdo neste periodo, dos 7 aos 98 anos, sdao as granulagGes
grosseiras e células pequenas intensamente marcados na regido dos plexos ganglionares. Na
GL aparecem estruturas intensamente marcadas, com didmetro aproximado de uma cé€lula
granular, semelhantes a sinapses glomerulares. Na substancia branca também foram
identificadas estruturas semelhantes, além de algumas células intensamente marcadas. Nos
adultos observamos marcac¢io de pontos intensos nas células granulares, espalhados por toda a
GL. No espécime de 48 anos observamos um axo6nio de uma célula de Purkinje imunorreativo.
Aos 98 anos as células ganglionares do nucleo denteado exibem marcagdo citoplasmatica
idéntica a2 marcacio observada com anti-PIN e anti-DLC, marcando o citoplasma de forma
heterogénea, oscilando de fraca a moderada. O nucleo celular ndo aparece marcado. Alguns
vasos aparecem bem marcados. A outras camadas celulares apresentaram marcagdo muito

fraca.

4. Expressao imunohistoquimica de nNOS no cerebelo humano.
4.1. Imunolocalizacio de nNOS durante a corticogénese cerebelar do periodo pré e pos-
natal até o inicio da vida adulta.

A expressio de nNOS durante a ontogénese cerebelar até o envelhecimento do
cerebelo humano, na faixa de idade entre 11 semanas gestacionais e 98 anos, esta descrita em

ordem cronolégica (Tab. 1).
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4.1.1. Estadio de duas camadas: até 10 GW.
A expressao de nNOS-IR no estadio de corticogénese de duas camadas, até 10 GW,
ndo foi documentada por falta de espécimes em boas condigGes histologica durante este

periodo.

4.1.2. Estadio de trés camadas: 10-20 GW.

A marcagdo para nNOS ¢ intensa neste periodo. A EGL expressou imuno-marcagio
para nNOS-IR intensa no citoplasma e no nucleo (Fig. 8 A). Fibras nNOS-IR com orienta¢do
predominantemente radial foram detectadas na MOL, bem como células alongadas e
arredondadas moderadamente marcadas. As células de Purkinje imaturas exibiram marca¢ao
moderada/intensa no citoplasma e no nucleo. A zona ventricular (Fig. 8 B) apresentou

marcagdo intensa de suas células no nucleo e no citoplasma.

4.1.3. Estadio de cinco camadas: 20-32 GW.

A EGL manteve a intensidade de imuno-marcagdo com o desenvolvimento (Figs. 8 C,
D). Em 30 GW a EGL aparece mais intensamente marcada na zona proliferativa que na pré-
migratoria. O citoplasma das progenitoras das células granulares exibiu forte IR para nNOS,
em contraste com a marcagdo mais fraca do nucleo (Fig. 8 E, F-controle). Na MOL os
interneurdnios estdo bem marcados durante o periodo (Figs. 8 C-E). As células de Purkinje
exibiram marcagdo intensa no citoplasma e no nucleo. A lamina dissecans foi observada (Figs.
8 C, D), mas em 30 GW ja ndo era mais detectavel (Fig. 8 E). A marca¢do das células
granulares foi forte no citoplasma e fraca no nucleo (Figs. 8 C-E). As olivas apareceram

marcadas em 30 GW.

4.1.4. Estadio de quatro camadas: 32 GW-1 ano.

Houve redugdo da imuno-marca¢ao da EGL em 34 GW, cujas células exibiram marcagio
mais intensa no citoplasma que no nucleo. Na MOL foram detectados interneurdnios
marcados, porém com processos negativos. As células de Purkinje exibiram citoplasma e
arborizagd@o dendritica bem marcados, com nucleo palido. As células granulares exibiram

citoplasma intensamente marcado com nucleo palido (Fig. 8 G).
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Em recém-nascidos a EGL exibiu fraca marcagio nNOS-positiva no niicleo e citoplasma.
Observamos em 2 dias pos-natais células com perfil migratorio bem caracteristicas
moderadamente imunomarcadas no micleo e citoplasma celular. Os interneur6nios com seus
processos e os dendritos das células de Purkinje apareceram moderadamente marcados. O
corpo celular das células de Purkinje exibiu fraca marcagdo citoplasmatica e nenhuma
marcagio nuclear. A GL apareceu fracamente imunomarcada para nNOS no nicleo e
citoplasma celular. No nucleo denteado as células ganglionares apresentaram fraca marcagao
apenas no citoplasma. Em 21 dias a EGL apareceu marcada moderadamente no citoplasma e
fracamente no nicleo (Fig. 8 H). Na zona pré-migratoria a marcagdo foi mais intensa. Os
interneurdnios da camada molecular apresentaram marcagdo nNOS-positiva intensa do
citoplasma e processos e moderada marcagdo de nucleo. As células de Purkinje exibiram
marcagdo fraca no nucleo, moderada no citoplasma e intensa nos dendritos (Fig. 8 H). A GL
exibiu intensa marcagio citoplasmatica e moderada marcagdo nuclear, “em manchas”. No
nicleo denteado, as células ganglionares apareceram intensamente marcadas no citoplasma
com auséncia de marcacgdo nuclear (Figs. 11 A-B).

No decorrer deste periodo a imuno-marcagdo da EGL se reduziu com o desenvolvimento,
até o desaparecimento desta camada. A - “rcacdo intensa, quase “Golgi-like” das c€lulas em
cesto e estreladas na MOL é o destaqu . expressio da nNOS. Ha intensa marcagdo dos
processos destes interneurdnios em quase todos os lébulos cerebelares (Fig. 8 I). Neste estadio
a marcagdo das células de Purkinje vai se restringindo ao corpo celular e, mais fracamente que

no estadio anterior, aos dendritos (Figs. 8-quadro inferior- A, B).

4.2. Estadio de trés camadas: segundo ano de vida até o inicio da idade adulta.

Neste periodo destaca-se a marcagdo “Golgi-like” das células em cesto e estreladas,
com processos varicosos intensamente marcados, e o aparecimento da marcac@o granular fina,
na regido do plexo ganglionar, a partir de 7 anos de idade. A marcago das células de Purkinje
foi intensa na infancia e moderada e relativamente constante em adultos jovens e os dendritos
estio moderadamente marcados. A marcagio da GL exibiu padrio caracteristico “em
manchas”(“patch”), sendo moderada a forte e semelhante em todos os lobulos estudados (Figs.
9 A-C).
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4.3. Expressio de nNOS durante a idade adulta e o envelhecimento do cerebelo humano.

A marcag¢do “Golgi-like” das células em cesto e estreladas permanece (Figs. 9 D, E; 10
A-E) . A marca¢do granular nos plexos ganglionares acentuou-se a medida que o cerebelo
envelheceu (Figs. 9 D; 10 A-F). A marcagdo das c€lulas de Purkinje foi moderada/fraca e
relativamente constante durante a vida adulta e no idoso. As células de Purkinje exibem
marcacgio fraca a moderada na maioria dos lobulos (Figs. 9 D; 10 A-E); em alguns l6bulos os
corpos celulares (Fig. 9 E) e os dendritos (Fig. 10 F) estdo intensamente marcados. A
marcacdo da GL exibiu padrio caracteristico “em manchas”(“patch”), sendo moderada a forte
e semelhante em todos os 16bulos estudados (Fig. 9, 10).

Aos 98 anos a marcacgio declinou, mas esta foi a tinica idade observada no periodo. O
nucleo denteado exibiu marcagao fraca (Fig. 10 C). O corpo celular e os dendritos primarios
das células de Purkinje exibiram marcag¢ao para a nNOS que variou entre moderada e intensa.

As outras camadas e os outros tipos celulares apresentaram fraca marcagao geral (Fig. 10 D).

5. Imunodetec¢io de PIN, DLC, DIC e nNOS em vérmis e hemisfério cerebelares
humanos, utilizando imunoblot.
5.1. PIN e DLC.

Em homogeneizado de cerebelo humano o anticorpo anti-PIN reconheceu uma banda
imunorreativa, com migragdo eletroforética de aproximadamente 10 kDa, em todas as
amostras de vérmis e hemisfério cerebelares dos diferentes casos utilizados. Anti-PIN n3o
reconheceu o padrdo da DLC de Chlamydomonas reinhardtii clivada com a PLM (proteina
ligante de maltose de aproximadamente 42 kDa) que tem peso molecular aparente de
aproximadamente 10 kDa (Fig. 12).

Utilizando o anticorpo anti-DLC observamos imunorreatividade do controle positivo
da DLC e de uma banda, com mesma migragao eletroforética, em todas as amostras de vérmis

¢ hemisfério cerebelares, com aproximadamente 10 kDa (Fig. 13).
5.2. DIC.

Observamos uma banda imunorreativa para DIC em todas as amostras de vérmis e

hemisfério cerebelares humanos com migragido eletroforética de aproximadamente 74 kDa.
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Em algumas amostras observamos autolise do tecido, pela presenca de bandas imunorreativas

com peso molecular inferior a 74 kDa.

5.3. nNOS.

O anticorpo anti-nNOS reconheceu bandas imunorreativas de vérmis e hemisfério
cerebelares (6 a 82 anos) com mesma migragdo elétroforética que o padrdo da nNOS que tem
peso molecular aparente de aproximadamente 160 kDa. Observamos autolise do tecido pela
presenga de ligagio do anticorpo a cadeias polipeptidicas provavelmente resultantes de
degradagdo protéica da nNOS, com migragdo eletroforética diferente da nNOS, observada nas
amostras de vérmis e hemisfério cerebelares dos pacientes estudados. Utilizamos a fragdo soluvel
de amostra cirirgica de lobo temporal, mostrando menor protedlise que em espécimes de

necropsia (Fig. 15).
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A recuperagio antigénica € um procedimento cada vez mais usado em
imunohistoquimica, pois expde epitopos, proporcionando maior imunorreatividade. Devido a
grande disponibilidade de material de necropsia e biopsia, fixados em formalina e embebidos
em parafina, em laboratorios de pesquisa e centros de estudos patologicos em hospitais no
mundo todo, métodos de recuperagdo da antigenicidade tém grande importancia na imuno-
detecgdo de muitas moléculas. Em imunohistoquimica o fixador e o tempo de fixagao do
tecido sdo fatores importantes no estudo de tecido post-mortem, pois interferem na qualidade
da reagdo. Utilizamos tecido cerebelar humano fixado em formalina a 10% (v/v), durante um
intervalo de 2 semanas a 10 meses (Tab. 1). A fixagdo pode levar a mudangas quimicas nos
antigenos de proteinas, pela formagdo de ligagdes cruzadas. Para amenizar estes problemas
causados pelo fixador, desenvolvemos uma metodologia imunohistoquimica (MARTINS ef
al., 1999; SOARES et al., 1999), baseada na recuperacdo da antigenicidade (SHI ef al., 1997)
para detectar PIN no cerebelo humano (Fig. 2). Esta metodologia consiste no tratamento das
secgdes tissulares em forno de microondas em tampao Tris-HCL 50 mM, pH 9,5. A ruptura de
algumas ligagdes cruzadas pelo tratamento das secgoes de tecido em solugdes aquosas €
presumivelmente a base para a recuperagdo antigénica (revisado por SHI ez al., 1997). Outra
explicagdo provavel para o aumento da IR sdo alteragoes conformacionais dos epitopos em
decorréncia do tratamento com forno de microondas em solugio alcalina ou acida.

Para a imunolocalizacdo de PIN/DLC grande parte dos trabalhos encontrados na
literatura utilizam sec¢des de tecido congelado ou culturas de células e ndo utilizam método de
recuperagao da imunorreatividade (ESPINDOLA et al., 2000; GUO et al., 1999; DICK et al.,
1996).

Em estudos anteriores neste laboratorio verificou-se que a recupera¢do antigénica por
microondas é importante para a imunolocalizacdo de nNOS no cerebelo e em células tumorais
humanos, e em tecidos de rato (MENDES ez al., 2001, ZANARDO et al., 1997, COSTA,
1998: SOARES ef al., 1999). Recentemente, a recuperagao da antigenicidade para a imuno-
localizacdo da nNOS foi feita em nosso laboratorio por Zanella e Martins (comunicagdo
pessoal). Este procedimento permite maior resolu¢io que aquele desenvolvido por Costa

(1998), também em nosso laboratorio. Em outros trabalhos encontrados na literatura a nNOS
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foi detectada em secgdes congeladas, ou fixadas e congeladas, onde ndo foi feito nenhum tipo
de recuperagio da antigenicidade (Keilhoff ez al/, 1996; Vizzard ef al, 1994; Terada et al,
1996), com resultados satisfatorios, porém ndo comparaveis aos nossos resultados devido as
diferengas metodologicas.

Baseados nestes resultados € na experiéncia que nosso laboratorio possui em utilizar
microondas na recuperacido de antigenos de proteinas em imunohistoquimica, resolvemos
testar este método de recuperagdo antigénica para melhor detecgdo da imunorreatividade de
PIN, DLC, DIC e nNOS.

A analise de tecido ndo fixado € util para comparagdo da imunorreatividade observada
em seccdes fixadas e parafinizadas. Fizemos um ensaio, utilizando secgdes cerebelares de
tecido apenas congelado e tecido fixado e congelado, para verificar a imunorreatividade para
PIN/DLC e nNOS. Nossos resultados mostraram que a expressio de PIN e nNOS em secgdes
congeladas coincide com a marcagdo de secgdes parafinizadas, apesar destas exibirem
imunorreatividade mais intensa.

Testamos também um outro método de recuperagdo da antigenicidade utilizando vapor
de agua. Utilizamos secgdes parafinizadas, congeladas e fixadas e congeladas para a detecgdo
da imunorreatividade da nNOS. Verificamos que em sec¢des congeladas o tratamento a vapor
em tampdo citrato de sodio pH 6,0 proporcionou aumento da imunorreatividade. A
imunorreatividade de sec¢bes parafinizadas foi muito semelhante utilizando vapor ou
microondas, em tampdo Tris-HCL 50 mM, pH 9,5 com 5% de uréia. Quando utilizamos
tampao Tris-HClI SO0 mM, pH 9,5 contendo uréia a 5% na recuperagdo antigénica por
microondas obsevamos maior intensificagdao da marcag¢ao dos processos dos interneuronios em
todas as idades observadas, em relagdo as secgdes tratadas em forno de miroondas com
tampdo Tris-HCI 50 mM, pH 9,5 (Fig. 2).

A expressdo de PIN no cerebelo humano nio foi descrita na literatura. Como foi
amplamente descrita na literatura a abundancia de nNOS no cerebelo, consideramos relevante
o estudo da expressio de PIN no cerebelo humano em desenvolvimento, adulto e em
envelhecimento. Desta forma, documentamos a distribuigao imunohistoquimica de PIN no
cerebelo humano desde idades fetais precoces até idosos. A expressdo de PIN foi detectada de

11 GW a 98 anos em 86 espécimes (Tabs. 1 e 2) e demonstrou ser desenvolvimento-
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dependente. O PIN originalmente descrito por Jaffrey e Snyder (1996) como o inibidor
protéico da nNOS é homélogo a cadeia leve da dineina (DLC) Mr 8,000 identificada na
dineina flagelar de Chlamidomonas reinhardtii (KING & PATEL-KING, 1995), apresentando
92% de homologia. Dineinas sdo motores moleculares de 1-2 MDa ligadas a microtubulos
que sdo capazes de gerar forca. As dineinas citoplasmaticas estdo envolvidas em uma
variedade de processos de motilidade intracelular incluindo o movimento flagelar de
Chlamidomonas reinhardtii, manuten¢io do fuso mitético e do aparato de Golgi, trafego de
vesiculas membranosas e outras particulas intracelulares (KING, 2000).

Anticorpos diferentes que reconhecem uma mesma molécula podem apresentar
diferencas de imunorreatividade devido aos diferentes epitopos da molécula que sdo
reconhecidos ou devido a interagdes molécula- outras moléculas. Utilizamos dois anticorpos
anti-PIN e anti-DLC para a imunodetecgdo destas duas moléculas que tém alto grau de
homologia e que provavelmente sio a mesma proteina. A imunorreatividade observada
utilizando anti-DLC mostra os mesmos tipos celulares imunomarcados para anti-PIN e mesma
localizagdo celular durante as diferentes idades observadas.

Observamos a expressio de PIN imunorreativo simile em regides onde ha proliferagao
celular como na camada germinativa externa (EGL), onde ha proliferagio de células
granulares, e zona ventricular, onde ha proliferagdo de células de Purkinje, interneuronios,
células gliais e células ganglionares do micleo denteado. Nestas regides observamos PIN
intensamente marcado no micleo e citoplasma celular desde 11 GW (Figs. 3 A-F). No
citoplasma o PIN poderia estar envolvido no processo de divisdo celular como uma cadeia
leve da dineina citoplasmatica. A dineina esta ligada a microtubulos do fuso mitético, e €
ancorada ao cortex celular pela dinactina (SHARP ef al., 2000). No nucleo o PIN poderia estar
relacionado a respostas pleiotropicas (CREPIEUX ef al., 1997). Assim o fato de PIN/DLC ser
expresso na zona proliferativa da EGL e na zona ventricular é compreensivel ja que ¢
conhecido o envolvimento desta molécula em processos de divisdo celular. Crépieux ef al.,
(1997) mostrou haver relagio entre citoesqueleto e regulagdo génica. A atividade de alguns
fatores de transcri¢do citoplasmaticos, que migram para o nucleo sob estimulagdo, como o
NFxB, pode ser modulada pela plasticidade do citoesqueleto. O NFxB € um fator de

transcrigio que pré-existe como um complexo latente no citoplasma de células ndo

77



Discussédo

estimuladas. A retengdo citosolica do NFxB ¢ mediada por uma familia de proteinas

.....

.....

consequente ativagdo do NFkB. A proteina IxkBot associa-se fisicamente com DLC e esta
associagdo nao compromete a habilidade de IkBa associar-se com NFxB. DLC exibe
localizagdo subcelular nuclear e citoplasmatica; IkBa colocaliza com DLC no citoplasma e
ambas interagem com a rede de microtibulos. E possivel que DLC fortaleca a interagdo IxBot-
NFxB de modo a prevenir a apoptose. A diferenca na localizagdo subcelular de DLC pode
refletir diferengas funcionais. IkBa contribui para a retengdo de NFxB no citoplasma por uma
interagdo com componentes do citoesqueleto, impedindo assim a ligagdo de NFkB ao DNA
(CREPIEUX et al, 1997). Além da a atividade do NFkB ser modulada pela DLC pela
interagao ao IxBa, sua atividade ligada ao controle da transcrigdo da iNOS, isoforma da NOS
transcrita de forma induzida (como descrito na revisao da literatura), é controlada pelo 6xido
nitico intra e intercelular produzido pela nNOS. O NO derivado da nNOS na glia inibe
intercelularmente a ativagdo do NFxB em neurdnios. Existem regides regulatorias proximas ao
sitio de inicio da transcrigdo da iNOS, entre estas regides sitios ligantes para NFxB. Além
disso, o NO endogeno inibe a atividade ligante do NFxB a estes sitios génicos especificos.
Assim, o NO pode regular NFxB através de sinais intra e intercelulares (TOGASHI ef al.,
1997). Entdo, estas duas vias diferentes estdo envolvidas no controle da atividade do fator
nuclear xB. Entretanto, nestas duas vias as moléculas estdo relacionadas entre si, ja que o PIN
inibe a produgdo de NO pela nNOS pela ligagdo a molécula de nNOS impedindo a formagao
do dimero ativo. O que nos leva a questionar: qual 0 mecanismo pelo qual PIN/DLC interage
com diferentes moléculas?

Além de observarmos PIN em regides proliferativas, também o observamos em células
granulares pré-migratorias e células granulares com perfil migratério. Aproximadamente no
meio da gestagdo até os primeiros dias pos-natais a zona pré-migratoria da EGL apresenta-se
mais intensamente marcada que a zona proliferativa (Figs. 3 E-J; 4 A-C). Em recém nascidos

de 2 dias e criangas de 3 meses aparecem células com perfil migratério intensamente marcadas

78



Discussdo

para PIN/DLC no nicleo e moderadamente no citoplasma (Figs. 3 I; 4 A-C — setas menores).
Estes resultados s3o inéditos na literatura, sugerindo participagdo de PIN/DLC em processos
de migragdo neuronal. A migragio radial de células granulares sobre a glia de Bergmann tém
sido extensivamente analisada (para revisio ver RAKIC 1981, 1990, HATTEN, 1999,
HATTEN & MASON, 1990), mas pouco ¢ conhecido sobre o ambiente de células granulares
pos-mitdticas antes de iniciarem sua descida pela camada molecular. A migrag@o neuronal no
cérebro humano tem aspectos similares 4 migragdo nuclear vista em fungos filamentosos. Este
tipo de migragio nuclear ¢ denominado nucleocinese (MORRIS e al, 1998). NUDEL,
homologo humano de NUDE de Aspergillus nidulans, interage com dineina citoplasmatica e
LIS1 (NIETHAMMER ef al, 2000). A deficiéncia de LISI causa defeitos na migragdo
neuronal cerebral gerando a lisencefalia, patologia que leva a severo retardo mental, epilepsia
e morte precoce. Na migracdo celular de eucariotos o nicleo € puxado pelos centrossomos,
onde microtubulos, dineina citoplasmatica e dinactina estdo envolvidos (MORRIS, 2000).
Utilizando microscopia confocal Komuro et al. (2001) detectaram a migragdo tangencial de
progenitoras das células granulares na EGL que ocorre entre a ultima divisdo mitdtica € o
inicio da migragdo rac  em camundongos. Anteriormente Ryder e Cepko (1994) usando
retrovirus replicagio-iucompetente sugeriram que células granulares podem migrar
tangencialmente nos planos rostrocaudal e mediolateral antes de iniciarem sua migragao
radial. A migragio tangencial das células granulares prospectivas ocorre na regiao mais
profunda da zona pré-migratoria, na regido media e no limite entre a camada molecular e a
EGL. As células assumem uma forma alongada, orientada paralelamente ao plano axial
longitudinal ao folium, emitindo dois processos horizontais nos pdlos opostos, um deles
semelhante ao processo lider. No limite entre a EGL e a MOL as células granulares adquirem
uma forma arredondada e um terceiro processo verticalmente orientado penetra na MOL
(KOMURO et al., 2001). Durante todos estes eventos migratorios sdo expressos diferentes
genes nas células granulares sucessivamente. Este fato, combinado a sinais gerados em outros
elementos celulares, pode estar modulando a morfologia celular ¢ o ambiente migratorio
(KUHAR et al., 1993; HATTEN et al., 1997). Neste trabalho nos utilizamos secgdes tissulares
sagitais onde pudemos observar células granulares PIN-imunomarcadas de diferentes

tamanhos na zona pré-migratoria da EGL (Figs. 4 A-C). Segundo o modelo de migragdo
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tangencial proposto por Komuro er al. (2001) células estariam migrando tangencialmente
nesta regido. As células bem menores observadas em nosso trabalho poderiam ser células
migratorias seccionadas transversalmente. Para visualizar células migrando tangencialmente
nesta regido seria necessario utilizar secgdes coronais.

A camada molecular (MOL) apresenta intensa marca¢do para PIN no nucleo e
citoplasma dos interneurdnios (Fig. 3 E-L; 4 A-C) durante o desenvolvimento pré e pos-natal.
A marca¢do nuclear dos interneurdnios é moderada dos 9 aos 90 anos (Figs. 5 A-H).
Detectamos intensa marca¢ao PIN-IR nuclear da camada de células de Purkinje (PCL) desde
17 GW até 34 GW. Apbs o nascimento até os 6 meses a marcagdo varia de intensa a
moderada. E de 9 a 90 anos a marcag¢io nuclear oscila entre moderada e fraca, no entanto o
numero de células imunomarcadas é reduzido. No nucleo denteado, as células ganglionares
aparecem intensamente marcadas no nucleo e fracamente no citoplasma de 34 GW a 98 anos
(Figs. 6 e 7). Em alguns adultos observamos células menores intensamente marcadas no
nucleo denteado (Figs. 6 C e D). Observamos marcagdo da GL variando entre moderada e
intensa durante o desenvolvimento pré e pds-natal. Apos o nascimento a GL ja exibe o padrao
de marcagdo “em manchas”. De 9 a 90 anos a marcagac da GL ¢é fraca no nicleo e oscila de
moderada a forte no citoplasma (Figs. 3-5). Por analogia aos resultados de Crepieux ef al.
(1997) discutidos acima, podemos inferir que a marcagdo PIN-positiva nuclear de células
granulares, células de Purkinje, interneurdnios e células do nucleo denteado, observadas neste
trabalho sugere envolvimento do PIN em processos de regulagdo génica.

A cadeia intermediaria da dineina (DIC) de 74 kDa foi observada com fraca
imunorreatividade em todas as idades utilizadas. Destaca-se a marcagdo da EGL nos periodos
pré e poOs-natal, a intensa marcagao dos plexos ganglionares e de estruturas esparsas na GL
semelhantes a sinapses glomerulares. A imunomarca¢do de DIC na EGL refor¢a nossos
resultados discutidos até aqui sobre a presenga de PIN/DLC nesta regido, e o possivel
envolvimento da dineina na migragdo neuronal. As estruturas imunorreativas observadas na
GL, também foram observadas utilizando anti-PIN e anti-DLC. Se as estruturas observadas na
camada granular forem realmente sinapses glomerulares, o que ndo podemos confirmar
usando microscopia Optica, € justificavel a presenca de dineina atuando como um

transportador retrogrado de vesiculas pré e pos-sinapticas. Niethammer ez al. (2000) em seu
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trabalho, detectaram a presencga de DIC colocalizada com NUDEL no citoplasma celular, ao
redor do nucleo, sugerindo o envolvimento da dineina na citocinese durante a migragao
neuronal. Estes resultados coincidem com nossos achados da DIC na EGL.

A detecgio de PIN em subpopulagdes de células granulares grandes pode ser uma
marcacdo devido ao estado toxi-infeccioso ou isquémico do paciente, com hipoxia grave. A
isquemia cerebral estd associada ao aumento da produgdo de NO, com regulagao da nNOS e
controle da expressdo do gene NOS (IADECOLA et al., 1995). Inibidores seletivos da nNOS
reduzem a area de infarto ap6s a oclusdo da artéria cerebral média (IADECOLA, 1997).
Camundongos nocauteados para a nNOS exibem area de infarto menor e aumento da
resisténcia de neurdnios na area de Sommers (CA1) & isquemia global transitoria (HUANG et
al., 1994). Estes dados sugerem que a atividade da nNOS ¢ prejudicial ao cérebro isquémico.
Demonstrou-se recentemente que a expressdo neuronal de PIN-mRNA aumenta apos a
isquemia cerebral, inclusive na fascia dentata ap6s isquemia cerebral global (GUILLARDON
et al., 1998). Dado o alto grau de homologia entre PIN e DLC, este resultado pode refletir
tanto o aumento de concentracdo de inibidor de nNOS, o que reduziria o efeito toxico do NO,
quanto aumento da DLC, o que contrabalangaria os efeitos da isquemia sobre o transporte
intracelular e/ou a estrutura do citoesqueleto.

A presenga do PIN pode estar envolvida: 1) com a regulagdo de respostas
pleiotrépicas, no controle de expressao génica, associado ao IxkBa, o inibidor do fator nuclear
kB, como discutimos acima (CREP[EUX et al., 1997); 2) como componente da dineina
citoplasmatica atuando como um motor molecular em processos de mitose (DICK et al., 1996)
e migracio neuronal; 3) inibigdo da nNOS, pois neste estudo o PIN foi localizado em varias
regides e estadios ontogenéticos do cerebelo humano em que a nNOS ocorre.

Assim nossos resultados sobre a expressio de PIN/DLC e DIC no cerebelo humano
refor¢am nossa hipotese sobre o envolvimento da dineina na migragdo neuronal.

Na analise de Western blot de vérmis e hemisfério cerebelares dos 6 casos de necropsia
entre 6 e 82 anos observamos uma banda imunorreativa de aproximadamente 10 kDa,
utilizando anti-PIN ou anti-DLC. O anticorpo anti-DLC reconheceu uma banda imunorreativa

do controle positivo da DLC purificada de Chlamydomonas reinhardtii com mesma migragao
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eletroforética que as bandas das amostras de cerebelo humano. O anticorpo anti-PIN ndo a
reconheceu.

A descrigdo na literatura sobre a distribuigao imunohistoquimica de nNOS no cerebelo
humano em desenvolvimento, em adultos e idosos € controversa e incompleta. Neste trabalho
completamos os dados de Costa (1998) para mostrarmos a expressdo da nNOS desde o inicio
da ontogénese cerebelar (11 GW) até o envelhecimento do cerebelo (98 anos). A expressdo da
nNOS também exibe um padrio dependente do desenvolvimento. Os dados que obtivemos
neste estudo coincidem com alguns dos dados anteriormente obtidos em nosso laboratério
(COSTA, 1998). Porém as idades aqui estudadas correspondem a periodos ndo observados por
Costa (1998), complementando assim seus dados. Costa (1998) ndo observou células com
perfil migratorio imunorreativas. Nos as observamos, inequivocamente, em um espécime de 2
dias pos-natais moderadamente imunomarcadas. Observamos a EGL nNOS-IR em todo o
periodo em que ela aparece, e com intensidade de marcagdo muito superior a observada por
Costa (1998). Estes resultados sugerem que o NO pode ter papel importante na proliferagdo
celular, que no cerebelo ocorre até o primeiro ano de vida, e ndo somente nas etapas iniciais
do desenvolvimento como sugere Costa (1998). Quanto aos corpos celulares e arborizagdo
dendritica das PC os resultados sdo coincidentes, mas aqui a expressio mantém-se moderada
neste tipo celular até a idade adulta.

A EGL expressou nNOS fortemente no citoplasma e moderadamente no nucleo, mais
intensa na zona pré-migratoria. As células de Purkinje exibiram marca¢io moderada/intensa
no citoplasma e no nucleo de 10-20 GW; de 20-32 GW a marcagdo declinou no nucleo, e
continua desta forma no adulto, aparecendo em algumas células apenas a marcagio nuclear. A
marcagdo de celulas granulares foi de modo geral forte no citoplasma e fraca no nicleo. O
dado mais notavel para a marcagdo de nNOS sdo os interneurdnios intensamente
imunorreativos e com 0s processos marcados em todas as idades observadas desde sua origem.

Em nosso laboratério foram feitos alguns estudos quanto a expressio de nNOS. A
retina humana exibiu nNOS-IR no nicleo de células ganglionares e bipolares (JORGE, 1999).
Células de neoplasias linféides malignas humanas apresentaram marcagdo nuclear nNOS
positivas (MENDES, 1999; MENDES et al., 2001). Os dados aqui descritos levantam a
questdo do possivel papel biolégico da nNOS no nucleo. A nNOS pode estar sendo
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transportada para o nucleo, onde atuaria como um fator ativador ou repressor da expressao
génica.

Egberongbe ef al. (1994) descrevem em seu trabalho que a distribui¢do de neurdnios
NOS-IR no cérebro humano ¢ muito similar a distribui¢do da atividade da nNOS mostrada em
rato (BREDT et al., 1990; FORSTERMANN et al., 1990; SCHIMIDT et al., 1992), com
poucas diferengas notaveis no cerebelo, formagdo hipocampal e medula ablongata. Em
cerebelos humanos a marcagio da NOS em células granulares esta bem visualizada.
Egberongbe et al. (1994) encontraram células de Purkinje positivamente marcadas. Estes
resultados sio semelhantes aos obtidos neste estudo no cerebelo adulto. Entretanto, o autor
utilizou-se de um numero de casos muito reduzido (n=4), de 50 a 70 anos com uma média de
60 anos. O intervalo entre a morte e a fixagio foi muito superior aos utilizados em nosso
estudo. Downen et al. (1999) ndo encontraram imunorreatividade para nNOS no cerebelo
humano de 18 a 29 semanas gestacionais, a termo e adulto. Mas as condi¢des de preservagao
do tecido e o anticorpo utilizado foram diferentes neste trabalho, onde foi possivel 2 detecgdo
de nNOS em tecidos fixados com formalina e emblocados em parafina. Downen ef al. (1999)
utilizaram casos com intervalo post mortem muito altos, até 48 horas, enquanto que 0S nossos
intervalos post mortem nao excederam 11 horas. O intervalo post mortem ¢ um fator muito
importante para a integridade do tecido. E o anticorpo utilizado por estes autores foi anti-
nNOS (Incstar: Stillwater. Minn) diferente da anti-nNOS (Transduction Labs.) utilizada em
nosso trabalho. Como ja discutimos anteriormente diferentes anticorpos podem marcar
diferentemente uma mesma molécula.

A localizagdo de nNOS em diferentes tipos neuronais no cerebelo humano, com
distintas localizagdes subcelulares ao longo dos periodos estudados neste trabalho, sugere que
a nNOS pode estar envolvida em diversos processos celulares. Entre eles, a regulagdo da
expressdo génica pelo fator nuclear kB. O NO gerado intra ou intercelularmente derivado da
nNOS inibe a ativagdo do NFxB, um fator nuclear responsavel pelo controle da transcri¢do da
iNOS (TOGASHI et al., 1997).

Para Western blot foram utilizados pacientes com idades entre 6 ¢ 82 anos, com

intervalos entre a morte e a congelagio do tecido de 2:30 a 7:25 horas. A nNOS tém peso
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molecular aparente de 160 kDa. Observamos a marcagdo do padrao da nNOS, e de bandas
com mesma migragao elétroforética que o padrao em todas as amostras cerebelares.

Assim, utilizando imunohistoquimica, observamos que a expressio de PIN/DLC e
nNOS no cerebelo humano € desenvolvimento-dependente. A expressio de PIN/DLC nas
diferentes idades e regides cerebelares observadas sugere o envolvimento desta molécula no
controle da expressdao génica, na proliferagdo e migra¢do neuronal e na inibi¢do da atividade
da nNOS, ja que ocorre nas mesmas regides e idades observadas para nNOS. A expressdo de
DIC na camada germinativa externa suporta nossa hipotese do envolvimento do PIN na
migracdo neuronal via cadeia leve, componente da dineina citoplasmatica. A expressio de
nNOS em regides proliferativas, como a EGL e a zona ventricular, sugere que a nNOS pode
estar envolvida na proliferagdo celular. A imunomarcagdo para nNOS-IR de células com
aspecto migratorio sugere o envolvimento destas moléculas em processos de migracdo
neuronal. A expressao de nNOS nos interneurdnios, células de Purkinje e células ganglionares
do nucleo denteado sugere sua participagao na diferencia¢do neuronal. E a presenca de nNOS
no nucleo celular de diferentes tipos celulares sugere papel na regulagio da expressdo génica.
Nossos resultados imunohistoquimicos foram validados pela detecgdo de PIN, DLC, DIC e
nNOS em amostras cerebelares obtidas de pacientes de 6, 16, 23, 47, 68 e 82 anos de idade

usando Western bloting.
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Padronizamos um método de recuperagdo da imunorreatividade de PIN, DLC, DIC e
nNOS em secgdes cerebelares humanas imersas em solug@o tampéao Tris-HCL 50 mM

em forno de microondas por 20 minutos.

A expressio imunohistoquimica de PIN, DLC e nNOS no cerebelo humano &
desenvolvimento-dependente. Nao detectamos  variagdo  apreciavel na

imunorreatividade destas moléculas da infancia até o idoso.

Células com perfil migratério apresentaram imunorreatividade para PIN/DLC e nNOS
no nucleo e citoplasma celulares. A localizagdo citoplasmatica de PIN/DLC sugere seu

possivel envolvimento na motilidade neuronal.

. A camada germinativa externa e a zona ventricular, regides proliferativas cerebelares,
expressaram PIN, DLC, DIC e nNOS, sugerindo a participagdo destas proteinas na

proliferagao celular.

A expressio diferencial de PIN/DLC e nNOS em células de Purkinje, em
interneurdnios e na camada granular em diferentes janelas espago-temporais, sugere

sua participagdo em processos de diferencia¢do celular.

A localizagio de PIN/DLC e nNOS nos mesmos tipos celulares e estadios
ontogenéticos, sugere que PIN/DLC possa estar desempenhando fungdo de regulagdo
da atividade da nNOS.

. A localizagdo nuclear de PIN/DLC e nNOS sugere seu envolvimento na modulagao da

expressao genica.
A detec¢do de PIN, DLC, DIC e nNOS em amostras cerebelares obtidas de pacientes

de 6, 16, 23, 47, 68 e 82 anos de idade utilizando, Western blot, reforcou nossos

resultados imunchistoquimicos.
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Tabela 1. Caracterizacao dos casos utilizados em imunohistoquimica.

CASO |IDADE |REGIAO |[IPM |TF ANTI DIAGNOSTICO
(H) |(DIAS) [CORPO
1 11GW |[V/H ND [ND PIN/nNOS | Onfalocele em parede abdominal e
DLC/DIC |auséncia de bago. Edema
vilositario e hemorragia decidual.
2 13GW | crbl+tr ND [ND PIN/nNOS [ND
3 13GW |crbl+tr+te (ND |[ND PIN/nNOS |Deciduite e intervilosite agudas,
edema vilositario. Gastrosquise,
cto cer. . .
pneumonia e neutrofilos na luz
intestinal. A morte fetal ocorreu
apos infecgdo amniotica.
4 15GW |Enc.+crbl |[ND |ND PIN/nNOS | Prematuridade extrema
5 16GW |V ND |ND PIN/nNOS |ND
6 17GW |Enc.+crbl (ND |ND PIN Anoxia intra-uterina
] 17GW | VH ND |ND PIN Autolise discreta. Areas de infarto
isquémico da decidua.
8 18GW |V ND |ND PIN Corioamnionite ascendente com
contaminag¢do e infecgao fetal.
9 185G |V/H ND |[ND PIN/DLC/ |Placenta com sinais de retengdo.
W DIC Sinais de morte por andxia.
10 19GW | Crbl+tr ND |[ND PIN ND
11 19- \Y% ND |120 PIN Deciduite, corioamnionite,
20GW intervilosite, vilosite e funiculites
agudas em restos placentarios,
associada a sinais de retencao.
12 20GW |V ND |[ND PIN Coricamnionite aguda difusa
13 22GW |H ND |ND PIN Infecg@o amnidtica
14 22GW |(V/H ND [ND PIN/DLC/ |Discreto edema e alargamento do
DIC estroma vilositario.
15 22GW |V ND |ND PIN Sinais de morte por anoxia. Restos
placentarios com deciduite aguda
focal. Sinais de retengio e
hemorragia.
16 23GW |V ND |60 PIN/nNOS |ND
17 23GW |V 8:30 |43 PIN/nNOS |Doenc¢a de membrana hialina
18 24GW |V 5 72 PIN/nNOS | Andxia intra-utero
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19 26GW |V 4:40 |ND PIN Anoxia perinatal
20 26GW | V/H 5:30 |34 PIN/DLC/ | Andxia neonatal
DIC
21 26GW |V 5:20 [318 PIN Doenga da membrana hialina
22 28GW |V/H 2:33 [ND PIN/nNOS | Faléncia de multiplos 6rgaos
23 30GW |V ND |ND PIN/nNOS |Placenta com  corioamnionite
DLC/DIC |aguda.
24 34GW | V/H 10:5 [ND PIN/nNOS | Hemorragia pulmonar
0 DLC/DIC
25 38GW |V 11:3 IND PIN Pneumotorax hipertensivo
0
26 2d H 3 35 PIN/DLC/ |Hipoplasia pulmonar
DIC
27 3d V/H ND PIN/nNOS |ND
28 15 dias |H ND |ND PIN Septicemia
29 21d V/H 2:25 |41 PIN/nNOS | Estado pos-operatorio
30 25 dias |H+r 7:30 |IND PIN Faléncia cardiaca
31 2m V/H 6:30 (ND PIN Broncopneumonia
32 2m H 6:45 [ND PIN Insuficiéncia respiratoria
33 3m H 2:35 |[ND PIN Anasarca
34 3m H 4 244 PIN/DLC/ |Insuficiéncia cardiaca
DIC
35 4m \% 5:30 |73 PIN Broncopneumonia
36 5m 5:45 |ND PIN Pulm@o de choque
37 6m V/H 3 66 PIN Estado toxi-infeccioso
38 10m V/H 6 ND PIN/nNOS | Insuficiéncia hepatica
39 la V ant. 3 108 PIN/nNOS | Hemorragia pulmonar
40 la \Y 3:33 |71 PIN/nNOS | Anemia aguda
41 laSm [V 6 222 NNOS Broncopneumonia confluente
bilateral
42 laém |V/H 4 143 PIN/nNOS | Choque (IC)
DLC/DIC
43 2a \% 4 23 PIN/nNOS |Estado pés-operatoério/

Tetralogia de Fallot
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44 7a V 6:45 | 237 PIN/nNOS | Broncopneumonia abcedida
DLC/DIC
45 9a \Y% 5:30 | 109 PIN/nNOS |Insuficiéncia cardiaca
congestiva
46 9a V/H 3:20 | 105 PIN/nNOS | Choque septico
47 19a V/H 4 107 PIN/nNOS | Choque hemorragico
DLC/DIC
48 2la H 8 51 PIN/nNOS | Insuficiéncia cardiaca
49 22a H 7:20 |43 PIN/nNOS | Neoplasia epitelial maligna
da cavidade toraxica.
50 33a \" 3 42 PIN/nNOS | Broncopneumonia abcedida
bilateral
51 33a H 3 29 PIN/nNOS |Pneumonia lobar a esquerda
52 35a V/H 4:55 |99 PIN/nNOS | Septicemia.
53 37a H 4:40 |71 PIN/nNOS | Pneumonia aspirativa
bilateral
54 38a Vv 3:30 (151 PIN/nNOS | Broncopneumonia bilateral
55 39a V/H 5 35 PIN/nNOS | Choque séptico
56 43a V/H 4 257 PIN/nNOS | Insuficiéncia renal cronica
57 44a \% 3 44 PIN/nNOS | Sindrome consuptiva a
esclarecer
58 46a V/H 4:20 |46 PIN Insuficiéncia renal aguda.
59 48a \" 7:53 | 117 PIN/nNOS |Pulmao de choque
DLC/DIC
60 49a A" 4:30 |61 PIN/nNOS | Septicemia
61 50a V/H S 214 PIN/nNOS | Anemia e plaquetopenia
62 50a v 6:10 |34 PIN/nNOS | Cardiopatia reumatismal
cronica descompensada
63 51a \% 4 243 PIN/nNOS | Doenga mista do tecido
conjuntivo
64 53a V/H ND |115 PIN/nNOS | Edema agudo dos pulmdes
65 53a vV 5:20 | 153 nNOS Choque cardiogénico
66 56a V/H 4 117 PIN/nNOS | Anemia aguda
67 56a \Y% 4 170 PIN/nNOS | Rim de choque
68 63a A" 3:40 |57 PIN/nNOS | Pneumonia
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69 65a \% ND |168 PIN/nNOS | Choque cardiogénico intra-
operatorio
70 66a V/H 3:30 |29 PIN/nNOS |Hematoma extenso em regiao
DLC/DIC | pélvica
71 70a V/H 5:45 | 106 PIN/nNOS | Broncopneumonia confluente
bilateral
72 71a v 5:30 {120 PIN/nNOS | Disturbio hidroeletrolitico
73 72a \% 3 42 PIN/nNOS | Insuficiéncia cardiaco
congestiva descompensada
74 72a \% 7:30 [ 113 PIN/nNOS | Insuficiéncia respiratona
25 78a V/H 6:55 | 262 PIN/nNOS | Choque cardiogénico
76 79a v 4 73 PIN/nNOS | Choque hipovolémico
77 87a V/H 2:36 |83 PIN/nNOS | Choque cardiogénico
78 90a V/H 7:20 | 270 PIN/nNOS | Hemorragia digestiva baixa
DLC/DIC
79 90a V/H - 52 PIN Pneumonia bilateral por
aspiragao.
80 98 H 8:10 |319 PIN/nNOS | Septicemia.
DLC/DIC

Abreviaturas: GW, semanas gestacionais, d, dias; m, meses; a, anos; IPM, intervalo post-
mortem (em horas); TF, tempo de fixacdo (em dias); Enc., encéfalo; crbl, cerebelo; V, vérmis;
H, hemisfério; tr, tronco; cer., cerebral; ND, dados ndo disponiveis.
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Tabela 2. Casos utilizados em Western blot e imunohistoquimica de seccdes congeladas

pareadas com sec¢des parafinizadas.

PMI IDADE |DIAGNOSTICO
(H) (ANOS)
81. [7:25 6 Estado pos-operatério de cardiopatia congénita.
82. |3 16 Broncopneumonia confluente.
83. |5 23 Leucemia linfoide aguda.
84. |3 47 Choque hipovolémico.
85. |2:30 68 IAM
86. |5 82 Carcinoma de vesicula biliar com disseminagado hepatica.
Abreviaturas: PMI, intervalo post-mortem; H, horas.
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Figura 1. Alteracées na laminacido do cortex cerebelar humano durante seu
desenvolvimento, como detectadas pela coloracio de sec¢des sagitais com Hematoxilina-
eosina. A, Vérmis cerebelar fetal de 17 GW, estadio de 3 camadas: camada germinativa
externa (EGL), zona marginal (MZ) e zona intersticial (IZ). B e C, Hemisfério cerebelar fetal
de 25 GW, estadio de 5 camadas: camada germinativa externa (EGL); camada molecular
prospectiva (MOL); camada de c€lulas de Purkinje (PCL); lamina dissecans (LD), camada
granular (GL). D, Hemisfério cerebelar de lactente com 2 meses de idade, estadio de 4
camadas: EGL vestigial, camada molecular, camada de células de Purkinje e camada granular.
Substancia branca (WM). E, Vérmis cerebelar de uma crian¢a de 3 anos de idade, estadio de 3
camadas: camada molecular, camada de células de Purkinje e camada granular. Neste estadio
0 cortex cerebelar ja tem o mesmo numero de camadas que no adulto. Aumento original: 33X
emA, B, C66XemD,E.
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Figura 2. Recuperacio da imunorreatividade de PIN e DLC usando forno de
microondas em sec¢des (S pm) adjacentes de vérmis e hemisfério cerebelares de um
espécime de 1 ano e 6 meses de idade. A, B e C. Sec¢des de vérmis cerebelar incubadas com
anticorpo anti-PIN. A, Observamos maior imunorreatividade que em (B e C). Podemos
observar interneurdnios intensamente marcados no nucleo e citoplasma, nucleos de células de
Purkinje moderadamente marcados, e a camada granular marcada “em manchas”. Foi
utilizado o tratamento com tamp@o Tris-HCl 50mM, pH9.5 em forno de microondas por 20
minutos. B, Tratamento com forno de microondas por 20 minutos em tampio citrato de sédio
10mM, pH6.0. Observamos marcagdo semelhante a observada em (A), porém menos intensa.
C, A seccdo foi incubada em tampdo Tris-HCl 50mM, pH9.5, mas o tratamento com
microondas foi omitido. Observamos marcagdo menos intensa que em (B e C), e com menor
resolu¢do. D, Vérmis cerebelar incubado com anticorpo primario anti-DLC. Tratamento com
microondas em tampdo Tris-HCI 50mM, pH9.5. As mesmas estruturas imunomarcadas em
(A) sdo observadas. E, Vérmis cerebelar. Controle onde foi omitido o anticorpo primario anti-
PIN. Tratamento com microondas em tampdo Tris-HCl 50mM, pH9.5. Nio detectamos
imunorreatividade. F, G e H, Hemisfério cerebelar, mostrando o nucleo denteado. F e G,
foram incubadas com anticorpo primario anti-PIN. F, Tratamento com microondas em
tampdo Tris-HCl 50 mM, pH 9.5. Observamos células ganglionares moderadamente marcadas
no nucleo e fracamente no citoplasma. Neurdnios menores sdo observados intensamente
marcados. A imunorreatividade desta sec¢do foi mais intensa que em (G). G, Incuba¢do em
tampdo Tris-HCI 50 mM, pH 9.5 com omissdo do tratamento com microondas. Observamos
as mesmas estruturas imunomarcadas em (F), porém com menor intensidade. H, Tratamento
com microondas em tampdo Tris-HCl 50 mM, pH 9.5, com omissdo do anticorpo primario
anti-PIN. Nio detectamos imunorreatividade. Abreviaturas: MOL, camada molecular; PCL,
camada de células de Purkinje; GL, camada granular; WM, substdncia branca. Optica

Nomarski em todos os painéis. Escala: 50um.
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Figura 3. Expressio de PIN imunorreativo-simile em secgdes de cerebelo humano durante
o desenvolvimento pré e pés-natal. A e B, Feto de 11 GW. Em (A) observamos a EGL no
estadio de 3 camadas e a zona intersticial (ZI) apareceram intensamente PIN-imunomarcadas no
nucleo e citoplasma. Em (B) a zona ventricular (ZV) est4 intensamente marcada. C, Feto de 15
GW. Estadio de 3 camadas. Camada germinativa externa (EGL) intensamente marcada no
nucleo e citoplasma celular. D, Feto de 15 GW. Controle de (C), obtido omitindo o anticorpo
primario. E, Feto de 18,5 GW. Final do estadio de trés camadas. Identificamos a EGL, a zona
marginal (MZ) e a ZI. A EGL apareceu intensamente marcada principalmente na zona pre-
migratoria. A prospectiva camada de células de Purkinje (PCL) foi detectada com marcagdo
intensa no nucleo celular. F, Feto de 26 GW. Estadio de 5 camadas. A EGL continuou exibindo
o mesmo padrio com marcagdo mais intensa na zona pré-migratoria. A camada molecular
(MOL) mostrou algumas células fortemente marcadas. A PCL marcou fortemente
principalmente o nucleo. A GL exibiu marcagdo moderada a forte para o PIN. A lamina
dissecans pode ser visualizada como uma camada acelular entre a PCL e a GL. G, Feto de 30
GW. Inicio do estadio de 4 camadas. Neste periodo a marcagdo para o PIN foi moderada em
todas as camadas do cortex cerebelar. O nucleo dos interneurdnios e células de Purkinje (PC)
apareceram intensamente marcados. H, Feto de 34 GW. Intensa marcag¢@o da zona pré-migratoria
da EGL. Os interneurdnios as PC aparecem intensamente marcados principalmente no nucleo. A
GL esta marcada em “patches”. I, Recém nascido de 2 dias. A EGL exibe marcagdo mais intensa
na zona pré-migratoria que na zona proliferativa. Foram observadas células com perfil
migratorio moderadamente marcadas no nucleo e citoplasma celular. Os interneur6énios na MOL
exibem intensa marcac¢do do nucleo e fraca do citoplasma. As PC exibem marcagdo nuclear que
varia de moderada a forte e fraca no citoplasma. A GL exibe marca¢do de moderada a forte “em
manchas”. J, Lactente de 3 meses. Marcagdo semelhante a observada em (I), no entanto neste
periodo podemos observar a EGL mais estreita e a MOL mais espessa. L, Lactente de 10 meses.
A EGL aparece como uma fileira muito discreta de células na superficie pial, fracamente
marcada. A GL e os interneurdnios na MOL aparecem fracamente marcados. M, Crianca de 1
ano e 6 meses. Observamos intensa marcagio dos interneurdnios e da GL em “patches”. Optica

Nomarski em A, B, D, E, G, H, 1, J. Escala: 50um.
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Figura 4. Expressio de PIN imunorreativo-simile no cortex cerebelar humano em
desenvolvimento poés-natal (secgdes tissulares de um recém nascido de 2 dias - mesmo
caso documentado na Fig. 3 I). Em A, B e C notou-se na EGL que a zona pré-migratoria
estava mais intensamente marcada no nGcleo e citoplasma que a zona proliferativa.
Observaram-se células com perfil migratorio (setas menores) moderadamente marcadas para
o PIN no nucleo e citoplasma. Interneurdnios (setas maiores) intensamente marcados no
ntcleo e fracamente no citoplasma. A, Célula com perfil migratorio (seta menor) com o
processo lider estendido sobre cabo de glia de Bergmann transliscido. B, Célula com perfil
migratorio (seta menor) onde foi possivel observar o processo lider. C, Célula com perfil
migratorio (seta menor) onde foi possivel visualizar o “trailing process”. Na outra célula com
perfil migratério observamos o processo lider (cabega de seta). Optica Nomarski em todos os

painéis. Escala: 10 um.
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Figura 5. Expressio de PIN-IR em sec¢des cerebelares de espécimes de criancas,
adolescentes e adultos. A, 9 anos. Marcagdo de interneurdnios intensa. A marcagdo
moderada no ntcleo e intensa no citoplasma da células granulares da GL exibe padrdo patch.
B, 9 anos. Secgdo controle, onde foi omitido o anticorpo primario. C, 21 anos. A marcagdo dos
interneurdnios ¢ moderada. A GL exibe o mesmo padrio de marcagdo com menor intensidade.
D, 35 anos. Intensa marcag@o dos interneurdnios, dos plexos ganglionares e da GL. Moderada
marcacdo dos nucleos das células de Purkinje. E, 46 anos. Marcagdo semelhante a da idade
anterior, ¢ dos painéis seguintes. F, 63 anos. G, 72 anos. H, 90 anos. A intensidade da
marcacdo diminui em relagdo ao periodo pré-natal e o primeiro ano pos-natal. Os plexos
ganglionares continuam bem evidentes. Abrviaturas: MOL, camada molecular, PCL, camada

de células de Purkinje; GL, camada granular. Optica Nomarski em A, B, C, D, E. Escala: 50

wm.
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Figura 6. Expressio de PIN no niicleo denteado. Os neurdnios ganglionares do nucleo
denteado (células maiores) apareceram intensamente marcados para o PIN no nucleo e
fracamente no citoplasma. Algumas células menores apareceram marcadas em (A), e muitas
apareceram intensamente marcadas em (C) e (D). A, Feto de 34 GW. B, Espécime de 9 anos. C e

D, Espécime de 37 anos. Optica Nomarski em todos os painéis. Escala: 50 m.
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Figura 7. Expressio de PIN no ntcleo denteado. A e B, Paciente de 46 anos. Observamos
células ganglionares do nucleo denteado intensamente imunomarcadas para o PIN no nucleo e
fracamente no citoplasma. Poucas células menores apareceram marcadas. C, Paciente de 87
anos. O padrdo de marcagdo foi mantido, com intensa marcagdo nuclear e fraca citoplasmatica
das células ganglionares. Poucas células menores imunomarcadas para o PIN. D, Paciente de 98
anos. A marcagio PIN-positiva decaiu, foi moderada no nicleo e fraca no citoplasma. Optica

Nomarski em todos os painéis. Escala: 50 um.
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Figura 8. Expressdo de nNOS imunorreativo-simile em sec¢des (S um) de cerebelo humano
durante o desenvolvimento pré e pdés-natal e em adulto jovem. A, Espécime de 13 GW.
Estadio de 3 camadas. A EGL apareceu intensamente imunomarcada para a nNOS no ntcleo ¢
citoplasma celular. A MZ e a IZ também exibiram intensa marcagdo. B, Espécime de 13 GW
(sequéncia de A). A ZV apareceu intensamente marcada. C, Espécime de 23 GW. Observamos
intensa marcagdo da EGL e de células na MOL. As células de Purkinje apareceram bem
marcadas no nucleo e citoplasma. A GL em formagdo aparece bem marcada. D, Espécime de 24
GW. A marcagio ¢ semelhante ao painel anterior. E, Espécime de 30 GW. Na EGL a zona
proliferativa apareceu imunomarcada mais intensamente que a zona preé-migratoria. Na MOL as
c€lulas apareceram bem marcadas. A PCL mostrou intensa marcagdo nuclear nNOS-positiva e
moderada citoplasmatica. Na GL algumas células estdo intensamente marcadas e outras
moderadamente. F, Controle obtido omitindo-se o anticorpo primario. Mesma regido de (E). G,
Espécime de 34 GW. Observamos moderada marca¢io da EGL e células na MOL, intensa
marcagdo citoplasmatica das células de Purkinje e moderada nuclear. Na GL observamos células
intensamente marcadas e outras moderadamente. H, Espécime de 21 dias pds-natais. A EGL
exibiu moderada marcagdo nNOS-IR. Os interneurdnios na MOL exibiram intensa marca¢do do
citoplasma e seus processos. As células de Purkinje apresentaram fraca marcagdo nuclear,
moderada marca¢do do citoplasma e intensa marca¢do de dendritos. A GL exibiu marca¢do
intensa no citoplasma e fraca no nuacleo, “em manchas”. I, Espécime de 10 meses. Os
interneurdnios na MOL apresentaram marcag¢do de citoplasma e dos processos intensa. As
células de Purkinje estio moderadamente marcadas no citoplasma e dendritos. A GL marcou
fracamente no nicleo e moderadamente no citoplasma, “em manchas”. Escala: 50 um. No
quadro inferior observamos um espécime de 1 ano. Em A uma célula de Purkinje e uma célula
em cesto imuno-reativas para nNOS. Em B observamos dendritos de células de Purkinje na
MOL nNOS-IR. Aumento original: 330X em A e B.

Abreviaturas: MZ, zona marginal, IZ, zona intersticial; ZV, zona ventricular; EGL, camada
germinativa externa; MOL, camada molecular; PCL, camada de células de Purkinje; GL, camada

granular. Optica Nomarski em todos os painéis.
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Figura 9. Expressio de nNOS no cerebelo humano do segundo ano de vida até a idade
adulta. A, Cerebelo de lactente de 1 ano. Os interneurdnios e as células de Purkinje, no corpo
celular e arborizagdo dendritica, estio bem marcados. B, Cerebelo de crianga de 7 anos. A
marcacdo ¢ semelhante a da figura A, exceto pela presenca de granulagdes bem marcadas no
plexo ganglionar. C, Cerebelo de adolescente de 19 anos. A marcagdo € semelhante as duas
idades anteriores, com maior intensidade de marcagdo da GL. As granulagdes nos plexos
ganglionares estdo presentes, embora seja dificil a visualizagdo nesta figura. D, Cerebelo de
adulto de 38 anos. Os interneurdnios e a arborizag¢do dendritica das PC aparecem bem marcados
na MOL. As granulagdes nos plexos ganglionaresestio presentes. A GL exibe moderada
marca¢do “em manchas”. E, Cerebelo de adulto de 44 anos. A marcagdo nesta idade ¢
semelhante a da idade anterior, exceto que as granulagdes nos plexos ganglionares ndo foram
detectadas, e o nucleo de algumas células de Purkinje aparecem intensamente marcados.

Aumento original: 66x em todas as figuras. Optica Nomarski em B,D e E.
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Figura 10. Expressio de nNOS no cerebelo humano adulto até o envelhecimento. A, 53
anos. B, 63 anos. C, 72 anos. D, Controle de (C) obtido por omissdo do anticorpo primario. E,
87 anos. F, 90 anos. A MOL apresenta-se bem marcada em A, B, C, E e F, principalmente em
B, C e E. Os interneurdnios, que sdo o destaque da marcagdo para nNOS, aparecem
intensamente marcados em todos os painéis onde foi observada imunorreatividade, exceto em
(F) onde a marcagido é moderada. Aparece marcagdo das granulagdes dos plexos ganglionares
em todos os painéis As células de Purkinje aparecem moderadamente imunomarcadas no
citoplasma e em (F) alguns nicleos imunorreativos. A GL exibe marcagdo “patch” moderada.
A variagdo observada na na marcagdo dos diferentes painéis deve-se possivelmente a fixagdo e
processamento do tecido cerebelar e ndo a diferengas de expressdo em fungdo da idade.
Abreviaturas: MOL, camada molecular; PCL, camada de células de Purkinje; GL, camada

granular. Aumento original: 66x em todas as figuras. Optioa Nomarskiem A, B,D,EeF.
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Figura 11. Expressio de nNOS no cerebelo humano. A, Espécime de 21 dias. Nucleo
denteado, mostrando intensa imunorreatividade para a nNOS das celulas ganglionares. B,
Mesmo paciente e regido cerebelar do painel anterior. Aqui foi possivel visualizar auséncia de
marcagdo nuclear e intensa marcagio citoplasmatica das células ganglionares. C, Espécime de 98
anos. Nucleo denteado com fraca marcagdo citoplasmatica das células ganglionares. D,
Espécime de 98 anos. O cortex cerebelar exibiu intensa marcagdo de dendritos primarios e
citoplasma de células de Purkinje. A MOL e a GL exibiram marcagcdo muito fraca, quase

inexistente. Optica Nomarski em todos os painéis. Escala: 50 pum.
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Figura 12. Imunodetec¢io de anti-PIN por imunoblot. Nos pogos 1 a 6 estdo as amostras de
hemisfério cerebelar (6, 16, 23, 47, 68, 82 anos) nos pogos 7 a 11 estdo as amostras de veérmis
cerebelar (6 a 68 anos). Identificamos em todas as amostras uma banda imunorreativa com
migracdo elétroforética de aproximadamente 10 kDa (seta). Nos pogos laterais utilizamos o
padrdo de peso molecular SDS-7B contendo metalotioneina como padrdo de baixo peso

molecular (6 kDa). Revelagdo por quimioluminescéncia.

Figura 13. Imunodeteccio de anti-DLC por imunoblot. As amostras sdo as mesmas utilizadas
no experimento anterior. Utilizamos o anticorpo anti-DLC. No po¢o 12 uma amostra de DLC de
Chlamydomonas reinhardtii purificada com a PLM (proteina ligante de maltose) clivada pelo
fator Xa (que cliva especificamente a ligagdo entre as duas proteinas) utilizada como controle
positivo. Observamos imunorreatividade do controle positivo e de uma banda com mesma
migracao elétroforética que a amostra de DLC (seta- aproximadamente 10 kDa). Revelagdo por

quimoiluminescéncia.

Figura 14. Imunodetecciio de bandas DIC-IR por imunoblot. As amostras sdo as mesmas dos
experimentos anteriores. Observamos uma banda de aproximadamente 74 kDa em todas as
amostras (seta) utilizando anticorpo primario contra a cadeia intermediaria da dineina de 74 kDa.
As bandas identificadas de peso molecular inferior a 74 kDa ocorrem, possivelmente, devido a

ligac&o do anticorpo a cadeias polipeptidicas resultantes de protedlise da DIC.
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Figura 15. Imunodeteccio de anti-nNOS utilizando imunoblot. Especificidade para o
anticorpo anti-nNOS, com marcagdo do controle positivo para a nNOS (pogo 13). Revelagdo por
quimioluminescéncia. Nos pocos 1 a 6 estio as amostras de hemisfério cerebelar (6, 16, 23, 47,
68, 82 anos) nos pogos 7 a 11 estdo as amostras de vérmis cerebelar (6 a 68 anos). Todas as
amostras exibem bandas imunomarcadas para anti-nNOS com mesma migragdo eletroforética
que o padrio da nNOS. A marcagdo de bandas com peso molecular inferior ocorre,
possivelmente devido a autolise do tecido. No pogo 14 esta a fragdo soluvel de amostra cirtirgica
de lobo temporal, mostrando menor proteélise que os espécimes de necropsia. No pogo 15 esta o
controle positivo para a nNOS (seta).

*indica liga¢do inespecifica quando comparado o experimento teste com o controle, onde foi

omitido o anticorpo primario.
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Summary

PIN is the protein inhibitor of neuronal nitric oxide synthase (nNOS). PIN interacts
physically with nNOS, inhibits it by destabilizing its dimer form, thus being able to regulate
nNOS activity. PIN is a 10 kDa protein composed of 89 amino acid residues, which are highly
conserved in nature. Human PIN has 100% amino acid sequence identify to the human dynein
light chain (DLC). DLC appears to play a role in the modulation of the transcriptional activity
of NF-xB. Dynein is involved in several processes of intracellular motility, including mitosis,
traffic of membranous vesicles, and others intracellular particles. The interaction of PIN/DLC
with multiple proteins and its high evolutive conservation suggest that PIN can be an
important regulator of various physiological processes. Nitric oxide (NO) acts as a
nonconventional messenger in the vascular, immune and nervous systems. The model of
human cerebellar corticogenesis is relatively well known and permits to correlate
morphogenetic events with their molecular counterparts.

We observed that the immunohistochemical expression of PIN/DLC and nNOS in the
human cerebellum is development-dependent. During ontogenesis, this molecules were
detected in the nuclei and cytoplasm of cells in proliferative regions, such as the EGL and the
ventricular zone. We show here for the first time the detection of PIN, DLC and nNOS in the
nuclei and cytoplasm of cells with a migratory profile. Interneurons and Purkinje cells
expressed PIN and DLC, mainly in the cellular nuclei, from the first time they were identified
until age 98 years. Immunodetection of nNOS in the interneurons and Purkinje cells was
observed mainly in the cytoplasm and dendritic arborization in all ages observed. Internal
granular layer expressed PIN, DLC and nNOS through out the time range studied. PIN and
DLC immunoreactivity were detected in ganglion cells of the dentate nucleus, mainly in the
cellular nuclei, whereas anti-nNOS stained mainly the cytoplasm of these cells, throughout the
time range studied. Our immunohistochemical data were further validated by the detection of
PIN, DLC, DIC and nNOS in cerebella obtained from patients aged 6, 16, 23, 47, 68 and 82

years-old using Western bloting.
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