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REsSumMoO

A HSP27 é um membro da familia das proteinas de choque térmico
que protege as células contra diversos tipo de estresse, sendo expressa
principalmente em astrécitos depois da isquemia. Neste trabalho, nds
estudamos o papel da HSP27 na tolerancia a isquemia cerebral, usando um
modelo in vivo e culturas organotipicas. Foram estudados diferentes tempos
de reperfuséo in vivo (1, 4, 7, 14, 21, 30 dias) usando 2 min, 10 min ou 2+10
min de isquemia global transitéria pela oclusdo dos 4 vasos (4VO). Foi
observado um aumento no imunoconteudo no DG depois de todos os
tratamentos, com uma diminuigdo na porcentagem de HSP27 fosforilada.
Em CA1, regido vulneravel, observou-se um aumento no imunoconteudo
depois de 10 ou 2+10 min de isquemia; em 10 min o aumento de
fosforilagdo foi paralelo ao imunoconteudo, enquanto com 2+10min de
isquemia, quando a regido CA1 se tornou resistente, houve uma diminuigcéo
na porcentagem de HSP27 fosforilada. Os resultados sugerem que a HSP27
pode estar atuando como chaperona, protegendo outras proteinas da
desnaturagdo nos astrécitos, os quais podem auxiliar os neurbnios a
sobreviverem por manter a homeostase do tecido. Em culturas
organotipicas, foram usados 5 ou 10 min de privagéo de glicose e oxigénio
(OGD) ou 1uM de NMDA para induzir tolerancia ao tempo letal, 40 min, de
privagdo de glicose e oxigénio (OGD). Nesse caso, foi observado um
aumento no imunoconteudo de HSP27 depois de todos os tratamentos, mas
a porcentagem de HSP27 fosforilada se manteve constante ou aumentou
quando o pré-condicionamento ocorreu. A HSP27 pode estar modulando os
filamentos de actina ou bloqueando o processo apoptético, facilitando a
sobrevivéncia das células. Em conjunto, os resultados sugerem que o
mecanismo que leva a morte de células pode ser diferente nos dois

modelos, exigindo atuagdes distintas da proteina.
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ABSTRACT

HSP27 is a member of the small HSPs that protects the cells against
many types of injuries and is expressed mainly in astrocytes after ischemia.
In this work, we studied the role of HSP27 in the induction of tolerance to
cerebral ischemia, using an in vivo model and organotypic hippocampal
cultures. We studied different times of reperfusion in vivo (1, 4, 7, 14, 21 and
30 days) using 2 min, 10 min or 2+10 min of transient global ischemia using
the 4 vessel occlusion model (4VO). We observed an increase in HSP27
immunocontent in DG, a resistant area, after all treatments, associated with
a reduction in the percentage of phosphorylated protein. In CA1, a vulnerable
area, we observed an increase in HSP27 immunocontent after 10 or 2+10
min of ischemia; after 10 min of ischemia the increase in HSP27
phosphorylation was parallel with immunocontent, while after preconditioned
ischemia, when CA1 neurons became tolerant, the percentage of
phosphorylated HSP27 decreased. These results suggest that HSP27 could
be acting as a chaperone in DG and in tolerant CA1, protecting other
proteins from denaturation in astrocytes, which could be helping neurons to
survive, mantaining tissue homeostasis. In organotypic cultures, we
performed 5 and 10 min of oxygen and glucose deprivation (OGD) or 1uM
NMDA to induce tolerance to a lethal period of oxygen and glucose
deprivation (OGD). In this case, we observed an increase in HSP27
immunocontent after all treatments, but the protein maintained or increased
its phosphorylation state when preconditioning was achieved. HSP27 could
be modulating actin filaments or blocking apoptotic processes, thus helping
cells to survive. Taken together, these results suggest that the mechanisms
involved in degeneration after ischemia could be different in these two

models, requiring a different action for the protein.
APRESENTAGAO

Esta tese é constituida por Introdugéo, Artigos Cientificos publicados
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e/ou submetidos, Discussao, Conclusbes, Perspectivas e Referéncias
Bibliograficas.

A Introdugdo mostra o embasamento tedrico do trabalho. Os
Resultados, Material e Métodos, Discussdo e Referéncias Bibliograficas
encontram-se nos proprios trabalhos, apresentados na secédo Artigos
Publicados. O primeiro trabalho foi publicado na Revista Neuroscience em
2001 e o segundo foi submetido a revista Journal of Neurochemistry em
Janeiro de 2002.

A secdo Discussao contém uma interpretagdo geral, englobando os
dois trabalhos.

A secao Conclusdes aborda as conclusdes gerais da tese e as
Perspectivas discutem as possibilidades de desenvolvimento de projetos a
partir desta tese.

A secdo Referéncias Bibliograficas lista apenas as referéncias

usadas na introducdo e na discussao da tese.
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INTRODUGAO

1. AS CELULAS DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Diversos tipos celulares estdo organizados no sistema nervoso central
(SNC), cada um com func¢des especificas, mas relacionando-se de maneira
peculiar e extremamente complexa. Entre os tipos celulares presentes no
SNC, encontram-se dois grandes grupos: os neurdnios e as células gliais
(Kandel et al., 1995).

1.1. NEURONIOS

Os neurdnios sao células que diferem de todas as outras por serem
excitaveis, isto €, eles apresentam potenciais elétricos causados pelo fluxo
de ions através dos canais da membrana plasmatica. A excitabilidade
resulta de proteinas especializadas na membrana dos neurdnios (os canais
de ions e bombas de ions que utilizam ATP). Um neurénio tipico tem quatro
regides morfoldgicas definidas: corpo celular, axdnio, dendritos e terminais
pré-sinapticos. O corpo celular € o centro metabdlico da célula. Dele
emegem usualmente dois tipos de processos: os dendritos, que podem estar
em numero bastante grande, e o axdénio, usualmente unico. O axbnio € a
principal unidade condutora do neurbnio; como ele pode apresentar
ramificacdes, leva a informacgao a diferentes alvos (KANDEL et al., 1995).

Transmissao Sinaptica: AxOnios e dendritos provenientes de
diferentes neurdnios se intercomunicam por jungdes complexas conhecidas
como sinapses, as quais transmitem o potencial de acdo de um neurdnio
para outro (PETERS E PALAY, 1996). As sinapses acontecem, principalmente,
através da liberagcdo de neurotransmissores pelo terminal pré-sinaptico, que
se ligam a receptores e abrem, direta ou indiretamente, canais i6nicos. As
sinapses podem ser excitatérias ou inibitérias, quando despolarizam ou
hiperpolarizam a membrana, respectivamente (KANDEL et al., 1995). Uma
célula nervosa central pode receber conexdes de centenas de neurdnios,
algumas excitatoérias, outras inibitérias. No SNC os impulsos para uma unica

célula sdao mediados por uma variedade de neurotransmissores, cada um
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controlando diferentes canais i6nicos. Os neurbnios podem, portanto,

integrar diferentes impulsos em uma resposta coordenada (RAINE, 1994).

1.2. CELULAS GLIAIS

Em 1846, Virchow reconheceu a existéncia no SNC de células nao-
neuronais com aspecto estrelado ou alongado, as quais ele deu o nome de
neuroglia (“nerve glue”). Somente no inicio do século XX estes elementos
intersticiais foram classificados como tipos celulares distintos. Os dois
grupos mais conhecidos de células gliais sdo a macroglia, que inclui
astrécitos e oligodendrdcitos, e a microglia (RAINE, 1994).

Embora seu nome seja originado da palavra grega para “cola”, as
células gliais ndo exatamente prendem as células umas as outras. Na
verdade, elas desempenham um papel essencial no processamento das
informacdes e tém inumeros papéis vitais, como: servir como elementos de
suporte, promovendo firmeza e estrutura ao cérebro; produzir mielina;
remover detritos depois de injuria ou morte neuronal; tamponar a
concentracdo de ions potassio no espago extracelular; recaptar
neurotransmissores; orientar a migragdo de neurbnios durante o
desenvolvimento; formar, junto com as células ependimais, a barreira
hemato-encefalica que evita que substancias toxicas do sangue entrem no
cérebro, fornecer suporte energético para o metabolismo neuronal entre
outras fungdes (KANDEL et al., 1995; KEISER E PELLMAR, 1994; BARRES, 1991;
FORSYTH et al., 1996). Além disso, muitos estudos tém demonstrado que ha
uma intima comunicagdo entre neurbnios e células gliais, estabelecendo
uma importante relagdo entre os dois principais elementos do SNC (FIGURA
1) (CHIU E KRIEGLER, 1994; GLOWINSKI et al., 1994; ATTWELL, 1994,
CARMIGNOTO, 2000; LAMING et al., 2000).
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FIGURA 1: As células do SNC e

suas inter-relagdes:
astrécitos,neurénios,

oligodendrdcitos, células

ependimais e células endoteliais.
VS: vaso sanguineo; M: superficie
da meninge; V: espaco ventricular.

Baseado em Raine, 1994.

. Neurdnios

Oligodendrécitos

. Endotélio

Astrécitos

Epéndima

1.2.1. ASTROCITOS

Os astrécitos constituem o tipo de células gliais presentes em maior
numero no SNC. Seus corpos celulares tém forma estrelada e
freqientemente apresentam processos relativamente longos, cujas
extremidades envolvem os capilares sanguineos deixando somente
pequenas regides para a difusdo de substancias dos capilares para os
espacos extracelulares do cérebro (BRADFORD, 1985). Esse tipo celular
desempenha fungdes fisiologicas e € um elemento essencial na homeostase
do cérebro normal, fazendo parte de uma importante interacdo neurénio-glia
(NORENBERG, 1994; NORENBERG, 1998; RIDET et al., 1997).

Dentre as fungdes dos astrécitos, destacam-se:

- Metabolismo de neurotransmissores: Os astrécitos séao
responsaveis por remover neurotransmissores como o glutamato e o GABA,
que sao liberados na fenda sinaptica (KIMELBERG E NORENBERG, 1989).
Foram encontrados altos niveis da enzima glutamina sintetase nos
astrocitos que, em conjunto com com um transportador de glutamato,
removem o glutamato extracelular fornecendo glutamina, um substrato para

o0 metabolismo neuronal (SONNEWALD, ET AL., 1996; TANSEY ET AL., 1991).
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- Metabolismo energético: Os astrécitos captam a glicose, e
metabolisam até lactato ou alanina e s6 depois distribuem os nutrientes para
0s neurdnios (TSACOPOULOS E MAGISTRETTI, 1996). Além disso, ha estoques
de glicogénio quase exclusivos dos astrécitos, servindo como fonte de
combustivel para as células vizinhas (DRINGEN et al., 1993; FORSYTH et al.,
1996; SCHURR et al., 1997).

- Barreira hemato-encefalica: Os processos astrociticos sofrem um
pequeno inchamento préximo aos capilares sanguineos formando uma
espécie de barreira ao redor dos vasos que, em conjunto com as células
endoteliais, impedem que diversas substancias grandes ou moléculas
carregadas do sangue entrem no SNC (BRADFORD, 1985).

- Tamponamento de K*: Os astrocitos captam os ions liberados na
fenda sinaptica e os carregam para outras regides, onde a concentragao de
K" no meio extracelular é menor. Desta forma os astrocitos mantém o
balanco de potassio, consequentemente o meio adequado para o0s
neurénios (BARRES, 1991; WALz, 1997).

- Presenga de receptores: Apesar do fato de as células gliais ndo
serem capazes de sofrer excitacdo como os neurbnios, sabe-se que o0s
astrocitos apresentam varios receptores em sua superficie e podem
responder a neurotransmissores liberados na fenda sinaptica, através de
receptores ionotropicos ou da producédo de segundos mensageiros (KEISER E
PELLMAR, 1994; STEINHAUSER E GALLO, 1996).

- Reparar danos ao SNC: Esta funcdo sera descrita abaixo, na

sessdo astrogliose reativa item 1.4

1.3. INTER-RELAGOES NEURONIO-GLIA E GLIA-GLIA

Nos ultimos anos, muitas evidéncias tém surgido sobre a existéncia
de uma intima comunicac&o bidirecional entre neurbnios e células gliais
(CARMIGNOTO, 2000). A idéia de que os neurbnios enviam mensagens para
as células gliais sugere que a glia também se comunica com os neurénios e

com outras células gliais. De fato, a glia, especialmente os astrocitos, pode
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sintetizar e liberar substancias neuroativas e fatores troficos, fazendo com
que estes dois tipos de células formem uma rede integrada dentro do
cérebro (LAMING et al., 2000; CARMIGNOTO, 2000).

As células gliais podem comunicar-se através das jungdes gap, que
sao regides de aposigcao e aparente fusdo entre as membranas das células.
Os astrocitos formam jungdes gap uns com o0s outros e com o0s
oligodendrocitos, unindo a macroglia num sincicio funcional, capaz de
redistribuir ions extracelulares, especialmente o potassio e o calcio,
mantendo constantes o pH extracelular e a composic¢ao ibnica (ROSENBLUTH,
1995; BRADFORD, 1985).

Entre as células gliais e as neuronais, a comunicagao se da através
de diferentes agentes, os quais podem auxiliar os neurénios de diferentes
maneiras:

Glutamato: Como os astrocitos apresentam diversos receptores
glutamatérgicos em sua membrana plasmatica, eles podem responder ao
glutamato liberado dos terminais sinapticos neuronais, aumentando a
concentracao interna de calcio (PORTER E MCCARTHY, 1996; GALLO E GHIANI,
2000; CORNELL-BELL et al, 1990); os astrocitos tém a responsabilidade de
recaptar o glutamato liberado pelos neurbnios no meio extracelular
(SCHNEIDER E BAETHMANN, 1992; HANSSON E RONNBACK, 1995). Por outro
lado, as células gliais também podem liberar glutamato, que causa um
aumento na concentracdo neuronal de calcio através de um mecanismo
mediado por receptores NMDA (PARPURA et al., 1994).

Calcio: Quando um potencial elétrico focal é aplicado em astrécitos,
em culturas mistas, ocorre um aumento no calcio intracelular da célula alvo,
provocando ondas de calcio que se propagam de astrécito a astrocito. Os
neurénios proximos desses astrocitos também respondem aumentando sua
concentragado citosolica de calcio (PASTI et al., 1997; ZANOTTI E CHARLES,
1997).

Outros neurotransmissores: Os astrécitos também possuem
receptores adrenérgicos, colinérgicos, serotoninérgicos, GABAérgicos e

purinérgicos, entre outros. As fungdes dessas estruturas ainda merecem
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muito estudo, mas certamente estdo também envolvidas com a
intercomunicag¢ao neurdnio-glia (KIVELBERG, 1995).

Fatores tréficos: As células gliais também liberam fatores tréficos
que interferem no crescimento dos neurdnios, podendo auxiliar na
recuperacao depois de uma lesao (GIULIAN, 1993; MATSUSHIMA et al., 1998;

SEMKOVA E KRIEGLSTEIN, 1999).

1.4. GLIOSE REATIVA

Também conhecida como astrogliose reativa ou astrocitose reativa, a
gliose & um evento universal no SNC depois de um dano de qualquer tipo. E
caracterizada pela presenga de um grande numero de astrocitos reativos ou
ativados, que se distinguem dos normais pelo seu maior tamanho,
processos mais longos e largos e aumento da expressao da proteina
especifica de astrocitos, a GFAP ( Glial Fibrilary Acidic Protein). Os nucleos
sdo frequentemente grandes, irregulares e muitas vezes apresentam
numerosos nucléolos. Diferentes tipos de danos ao SNC induzem uma
variedade de respostas astrociticas, indicando que a gliose pode variar de

acordo com a lesdo (NORTON et al., 1992).

1.4.1. CARACTERISTICAS DA ASTROGLIOSE REATIVA

a) Hipertrofia dos astrocitos e alteragcoes morfolégicas: O edema
dos astrécitos representa um fendmeno comum e, talvez, a primeira
resposta glial a injuria no SNC. O edema é causado por um aumento da
concentracao intracelular de solutos, com um influxo secundario de agua
causado por inumeros agentes, tais como o glutamato (HANSSON, 1994). A
glia hipertrofiada perde sua habilidade de manter os gradientes i6nicos
necessarios para regular o glutamato e os ions. Além disso, esses astrocitos

também podem liberar glutamato, o que contribui para a excitotoxicidade
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(STAUB et al., 1993).

A reducao do espaco extracelular, em funcdo do edema das células,
pode alterar as concentragdes ibnicas extracelulares (especialmente de
célcio) que pode afetar a excitabilidade neuronal. Quando a hipertrofia é
severa, a membrana celular pode se romper e causar a morte da célula
(NORENBERG, 1994).

b) Hiperplasia dos astrocitos: Um aspecto amplamente estudado &
se a proliferacdo dos astrocitos contribui para a gliose. Enquanto ha um
“pool” de astrocitos capazes de entrar no ciclo mitético, sua capacidade
proliferativa € limitada no cérebro adulto. Embora o numero de astrocitos
GFAP-positivos aumente (o que nos leva a imaginar um aumento no numero
de astrocitos), em muitos casos isto é devido ao fato de células GFAP-
negativas terem se tornado positivas (NORTON et al., 1992).

Embora seja comumente considerado que os astrécitos proliferam em
resposta a injuria cerebral, isto é evidente somente em certos tipos de
lesdes, especialmente quando ha rompimento do tecido. Nestes casos, a
proliferacdo acontece nas proximidades da lesdo. Estudos de injurias nao
invasoras, como a anodxia, nao confirmam a idéia de que astrocitos
proliferam em resposta ao dano. Sao necessarios estudos mais detalhados
para confirmar em quais situacbes, e em quais regides, a glia sofre
proliferacdo em resposta a injuria (HATTEN et al., 1991; NORENBERG, 1994).

c) Aumento de GFAP e expressao de vimentina: Normalmente s&o
encontrados niveis aumentados da proteina GFAP, e de seu mRNA em
regides lesionadas (NORTON et al., 1992; VALENTIM et al., 1999). A vimentina
€ uma proteina de filamentos intermediarios que é substituida pela GFAP
quando o cérebro atinge a maturidade. Entretanto, pode haver inducéo de
sua expressao em astrécitos reativos proliferativos no sitio da lesao, sendo
co-expressa com a GFAP (JANECzkO, 1993). Também tem sido observado o
aumento da expressdo da proteina S-100 depois de trauma e isquemia
(NORENBERG, 1994).

d) Cicatriz glial: A cicatriz glial € formada pelos longos e espessos

processos citoplasmaticos da glia reativa. Trata-se de uma mistura
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complexa de astroglia, microglia, oligodendrdcitos, neutréfilos, macréfagos e
outras células, que varia de acordo com o tipo de lesao e a idade do animal
(HATTEN et al., 1991; FAWCETT E ASHER, 1999).

e) Fatores de crescimento: Alguns fatores de crescimento
produzidos pela glia podem recuperar neurbnios danificados e favorecer a
sobrevivéncia neuronal, auxiliando na restauragdo dos processos (COTMAN
et al., 1994; MATSUSHIMA et al., 1998; SEMKOVA E KRIEGLSTEIN, 1999).

f) Expressdao de proteinas de choque térmico: Os astrocitos
ativados aumentam a expressdo de proteinas de choque térmico,
especialmente da HSP27 (heat shock protein of 27 KDa) . Dentre as fung¢des
descritas para essa proteina destaca-se a fungéo de proteger as células do
estresse (CURRIE et al., 2000). As propriedades da HSP27 serdao melhor

descritas adiante (sessao 4 desta introducao).

1.4.2. FUNGOES DA ASTROGLIOSE REATIVA

Para que os neurdnios possam sobreviver depois de uma injuria, €
fundamental que o SNC mantenha a homeostase cerebral, isto envolve uma
ativa interagdo neurbnio-glia. Depois da lesdo, os astrécitos séo
responsaveis pela remocdo de neurotransmissores excitotdxicos e ions,
incluindo glutamato, lactato, hidrogénio e potassio (Liu et al., 1999; AMEDEE
et al., 1997). Em 1999, Liu e colaboradores demonstraram que uma
disfungdo astroglial pode aumentar o dano neuronal, especialmente por
comprometer as interacbes neurdnio-glia e dificultar a manutengcdo do
equilibrio osmoético. Os astrocitos também produzem uma variedade de
fatores de crescimento e tem altos niveis de glutationa, um importante
antioxidante no SNC (JUURLINK, 1997; CULMSEE et al., 1999; GOTTLIEB E
MATUTE, 1999). Portanto, um disturbio nessas atividades astrogliais pode
induzir ou aumentar a disfungédo neuronal e a doenga neurolégica (ASCHNER,
1998; RAPS et al., 1989).

Outra caracteristica da gliose reativa é sua capacidade de responder
a pequenos insultos, mesmo na auséncia de lesao detectavel indicando que

os astrocitos podem responder a sinais patolégicos na auséncia de
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mudancas morfolégicas significativas. Isto pode acontecer devido a difusao
de sinais ao longo do meio extracelular ou através das jungdes gap
(NORENBERG, 1994). Louwe e colaboradores (1998) sugerem que uma
ativagdo prévia dos astrocitos, induzida por uma injuria nao letal, pode
diminuir a lesdao neuronal causada pela oclusdao do fluxo sanglineo
(isquemia) e demonstraram que a desativagdo dos astrocitos (causada pelo
agente brometo de etidio) pode diminuir a recuperagdo dos neurdnios
expostos a um estimulo letal. Este e outros trabalhos vém mostrando a
importancia dos astrocitos na recuperagdo do sistema nervoso depois de
uma lesdo e que, quando ativadas, essas células podem aumentar sua

capacidade de manter o equilibrio do sistema.

2. ISQUEMIA CEREBRAL

A isquemia e a hipdxia constituem importantes condicoes
patofisioldgicas de lesdo cerebral e sao alvos de intensa investigagao. A
isquemia é definida como uma redugao severa ou um completo bloqueio do
fluxo sanguineo. A hipdxia denota a redugdo no conteudo de oxigénio no
sangue, que ainda circula e pode remover metabdlitos (SCHMIDT-KASTNER E
FREUND, 1991). Até hoje a isquemia cerebral afeta um numero assustador
de vitimas e o indice de mortalidade permanece em torno de 30% (DIRNAGL
et al., 1999).

O metabolismo energético normal no cérebro tem algumas
caracteristicas especiais, que incluem uma taxa metabdlica alta, estoques
de energia limitados e uma alta dependéncia do metabolismo aerdbico de
glicose. Por essa razao, o cérebro é mais vulneravel ao dano isquémico do
que outros tecidos. O tipo mais comum de isquemia em humanos € a
isquemia focal, que € a interrupgdo do fluxo de sangue de uma parte do
cérebro. Outro tipo é a isquemia global, que resulta de uma interrupgao
transitoria do fluxo sangliineo para todo o cérebro, como ocorre durante uma
parada cardiaca. Além dos danos causados pela falta de oxigénio e

metabdlitos durante a isquemia, muitos fatores durante a volta da circulagao
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sanguinea (reperfusdao) podem aumentar ainda mais o dano neuronal,

especificamente em areas vulneraveis do cérebro (TAYLOR et al., 1996).

2.1. EVENTOS QUE CAUSAM A MORTE CELULAR NA ISQUEMIA

A interrupcao na circulagdo de sangue desencadeia uma cascata de
eventos que leva a morte celular (FIGURA 2) (DIRNAGL et al., 1999; JUURLINK
E SWEENEY, 1997). Quando os estoques de energia se esgotam, o potencial
de membrana ¢€é perdido e o0s neurbnios sofrem despolarizagéo.
Conseqlientemente, os canais de Ca®* dependentes de voltagem se tornam
ativados e sao liberados aminoacidos excitatorios no espago extracelular,
particularmente o glutamato (CHol, 1995; DE KEYSER, 1999). Ao mesmo
tempo, os processos dependentes de energia, como a recaptagao preé-
sinaptica de neurotransmissores, sao bloqueados, o que aumenta o acumulo
de aminoacidos excitatérios no espaco extracelular. A ativagcao de
receptores glutamatérgicos leva ao aumento de calcio intracelular, por
abertura direta de um canal de caélcio (receptores ionotrépicos) ou atraveés de
proteinas G (receptores metabotrdpicos). Como resultado da ativacéo
glutamatérgica, ions Na* e CI" entram nos neurdnios através de canais
idnicos, juntamente com a agua, levando a um inchamento das células
(edema).

O aumento no Ca®*, um dos principais segundos mensageiros das
células, inicia uma série de eventos citoplasmaticos e nucleares, causando
danos no tecido através da ativagdo de enzimas proteoliticas,
endonucleases, lipases e outras enzimas que causam danos em varios
locais da célula, levando a morte por necrose (MITANI et al., 1993). A
ativacao da fosfolipase A; e da ciclooxigenase gera radicais livres esgotando
os estoques de antioxidantes, aumentando o dano através de peroxidagao
lipidica e danos na membrana, assim como o 6xido nitrico gerado pela 6xido
nitrico sintase que também promove danos ao tecido e pode levar a
apoptose (IADECOLA, 1997; SWEENEY et al., 1995; PHILLIS, 1996).

A mitocéndria, que é uma importante geradora de radicais livres, fica
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debilitada pela agédo de radicais livres na membrana interna e pela oxidagao
de proteinas que mediam o transporte elétrico (DUGAN E CHoOI, 1994).
Forma-se uma espécie de poro na membrana da mitocondria que causa um
inchamento e a liberacdo de citocromo C; esta seqléncia de eventos pode
desencadear a apoptose.

Quando o fluxo sanguineo € restaurado (reperfusédo), a
disponibilidade de oxigénio aumenta, bem como as reagdes bioquimicas que
geram radicais livres. Outro componente do dano celular é a inflamacgéao, que
causa liberagdo de citocinas que contribuem para o aumento do dano
(ASHENER et al., 1998a).

A isquemia e a reperfusdo podem induzir a sintese de proteinas
especificas, por exemplo as Proteinas de Choque Térmico (HSPs) (LI et al.,
1995), vimentina, e GFAP. A inducdo dessas proteinas pode estar
relacionada com o aumento da resisténcia a injuria (HSP) e resposta glial a
lesdo (GFAP e vimentina) (KINDY et al., 1992).

2.2. MORTE CELULAR ISQUEMICA

A morte de neurdnios depois de um insulto isquémico pode ser
imediata ou tardia. A morte imediata € causada pelo mecanismo necrotico,
enquanto a tardia pode ocorrer por necrose ou apoptose (GRAHAM E CHEN,
2001; ZHAN et al., 2001; CA0 et al., 2001; WHITFIELD et al., 1999). A apoptose
€ a morte celular programada, em que a célula morre em resposta a
ativagcdo de um programa genético especifico, enquanto a necrose parece
ser a resposta das células a perda de ATP, acompanhada pelo influxo
massivo de Ca®* (SWEENEY et al., 1995). A inibicdo da sintese de proteinas
parece estar relacionada com a morte neuronal, pois a morte nas areas
vulneraveis é precedida por uma severa inibicdo na sintese protéica, e a

restaurac&o da sintese previne a injuria neuronal (HOSSMANN, 1993).
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FIGURA 2: Cascata neurotdxica na isquemia e reperfusdo. Alguns eventos
principais sao a despolarizagdo descontrolada, excitagdo por glutamato,
aumento de calcio intracelular, geragcdo de radicais livres, ativagcdo de

enzimas e inflamagdo. Baseado em De Keyser et al., 1999.

2.3. A VULNERABILIDADE SELETIVA DO HIPOCAMPO

Populagdes de células que se encontram préximas no cérebro podem
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apresentar uma vulnerabilidade diferente a equivalentes intensidades de
isquemia. Apesar de, atualmente, se saber muito sobre a anatomia, a
fisiologia e a bioquimica do SNC, ainda resta muito a descobrir sobre as
causas dessa vulnerabilidade diferenciada de populagdes especificas em
resposta a isquemia. O dano depois da isquemia global limita-se a regiao
CA1 do hipocampo e, em menor extensdo, a certas sub-regides do
neocortex, tdlamo e estriato (SCHREIBER E BAUDRY, 1995).

No hipocampo, as células piramidais da regido CA1 sao sensiveis
enquanto as células piramidais da regido vizinha CA; sao resistentes. No
giro denteado (DG) as células granulares s&o resistentes, enquanto no hilo
somente uma sub-populacdo de células parece ser vulneravel (Hsu et al.,
1994; PULSINELLI et al., 1997; YANG et al., 2000). Depois de 20-30 min de
isquemia no rato, as areas CA1, CA2 e o hilo sao afetados, enquanto as
células das regides CA3 e DG permanecem intactas. Os neurbnios da
regidao CA1 e do hilo sdo, talvez, os mais vulneraveis de todo o cérebro.
Resumindo, a vulnerabilidade do hipocampo a isquemia segue a sequéncia:
CA1, hilo> CA2> CA3> DG. E importante ressaltar que, apesar de os
neurénios morrerem depois do insulto, as células astrogliais e vasculares
sobrevivem, garantindo a resposta plastica do cérebro (SCHMIDT-KASTNER E
FREUND, 1991).

Morte neuronal tardia: Outra caracteristica fascinante da isquemia
cerebral global € que nenhum dano significativo € observado até 3 ou 4 dias
depois do insulto. Este fenbmeno é conhecido como “morte neuronal tardia”
(Hsu et al.,1994; BARTUS et al., 1998; KIRINO, 2000). As duas populagdes de
células vulneraveis do hipocampo nado sofrem degeneracdo de maneira
semelhante. As do hilo do giro denteado degeneram dentro de 24 horas,
enquanto as células piramidais da regido CA1 ndo morrem até 3-4 dias
depois do insulto. A vulnerabilidade seletiva e o atraso no inicio da
degeneragao das células da regiao CA1 sugerem a presenca de alguns
neurdnios ainda viaveis que podem estar isquemicamente comprometidos,
mas ainda deixam uma janela de oportunidade para intervencéo

farmacoldgica varios dias depois da isquemia (ORDY et al., 1993).
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Os fatores que determinam essa seletividade ainda sao um mistério.
Uma das hipoteses para explicar a vulnerabilidade das células CA1 refere-
se ao aumento na liberagdo de glutamato durante a isquemia, superativando
os receptores, levando a um excesso de calcio livre na célula, ativando
proteases, endonucleases e a sintese de radicais livres, além da ativacao de
‘genes de morte celular’. Alguns estudos bioquimicos e morfolégicos
indicam que morte neuronal tardia pode acontecer por morte celular
programada, ou apoptose (HsSU et al., 1994; SCHREIBER E BAUDRY, 1995;
WHITE et al., 2000).

2.4. MODELOS EXPERIMENTAIS IN VIVO

Os modelos de isquemia podem ser globais quando afetam todo o
cérebro ou focais quando afetam uma pequena regido; permanentes quando
sem reperfusao ou transitorios quando seguidos de reperfusao.

Isquemia cerebral global: Ha muitas causas da isquemia cerebral
em humanos, incluindo trauma e ataque cardiaco. Nos modelos
experimentais para a isquemia cerebral global s&do interrompidos os
grandes vasos extracranianos, simulando disturbios circulatorios globais que
acontecem durante um ataque cardiaco ou hipotensdo severa (SCHMIDT-
KASTNER E FREUND, 1991). O modelo experimental mais usado nesse caso é
0 da oclusao dos 4 vasos (4VO), que inclui a cauterizagdo das artérias
vertebrais seguida de oclusdo temporaria das artérias carétidas comuns.
(FAROOQUI, 1994; VALENTIM et al., 1999; NETTO et al., 1993).

Isquemia cerebral focal: Neste modelo sdo interrompidas artérias
cerebrais especificas, afetando somente uma pequena parte do cérebro. A
isquemia focal prolongada leva a um enfarte cerebral, que é caracterizado

pela perda de elementos do tecido (FAROOQuUI, 1994).

2.5. MODELOS EXPERIMENTAIS IN VITRO
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Como modelo para o estudo de lesbes no SNC, uma alternativa para
a experimentagao animal in vivo pode ser o uso de sistemas de cultivo de
células ou de tecido, como culturas organotipicas. No caso de lesdes
isquémicas, estas sdo mimetizadas expondo-se as culturas a privacao de
glicose e oxigénio. Esta metodologia sera melhor detalhada na sessao 5

desta introdugéo.

3. PRE-CONDICIONAMENTO ISQUEMICO OU TOLERANCIA
INDUZIDA

O fenbmeno do pré-condicionamento isquémico demonstra que um
curto periodo de isquemia, nao letal para as células neuronais de regides
vulneraveis do cérebro (1,5 -2 min), pode proteger as células neuronais
contra uma isquemia mais severa que normalmente seria letal para os
neurénios, especialmente da regido CA1 do hipocampo (KATO et al., 1994b;
OHNO E WATANABE, 1996; CORBETT E CROOKS, 1997, BARONE et al., 1998;
WADA et al., 1999). Os mecanismos de protecdao da regido CA1 pelo pré-
condicionamento isquémico ainda nao estdo bem compreendidos, mas
estudos recentes tém mostrado que varios aspectos podem estar envolvidos
no desenvolvimento do fendmeno, como redugao da produgao de radicais
livres, mecanismos anti-apoptéticos e indugdo de proteinas de choque
térmico, entre outros fendbmenos (BAEK et al., 2000; ZHAN et al., 2001; AOKI
et al., 1993; RAVATI et al., 2000; YANO et al., 2001).

Particularmente, tem sido muito estudado o papel dos astrocitos no
fendmeno de tolerancia a isquemia e cada vez mais se tem demostrado que
essas células sao essenciais para a sobrevivéncia neuronal (KITAGAWA et
al., 2000; Louw et al., 1998; MATSUSHIMA et al., 1998). Em resposta a
isquemia, com pré-condicionamento ou ndo, os astrocitos sofrem diversas
alteragdes, desde morfolégicas até sintese de proteinas, tornando-se

reativos (ver item 2.4). O pré-condicionamento per se é capaz da levar a
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essas modificagdes nos astrocitos; esta ativagao prévia pode ser um dos
fatores auxiliares na protegao (KATO et al., 1994b). Algumas das alteragbes
decorrentes da ativacdo dos astrécitos que podem contribuir na
neuroprotecao sao: 1) sintese de fatores troficos (CULMSEE et al., 1999); 2)
aumento na expressao de GFAP (VALENTIM et al., 1999); 3) hiperplasia
(LANDIS, 1994); 4) expressao de proteinas de choque térmico, como a
HSP27 (CURRIE et al., 2000; KATO et al., 1995b).

Apesar de o0 mecanismo de tolerancia a isquemia nao estar
completamente elucidado, cada vez mais os astrécitos estdo sendo
considerados coadjuvantes na protegcdo dos neurbnios contra a leséo

isquémica, merecendo importantes estudos.

4. PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO (HSPS)

As proteinas de choque térmico, as HSPs, formam um grupo
diversificado de proteinas, classificadas de acordo com o0 seu peso
molecular. S&o definidas fisiologicamente por sua habilidade de serem
induzidas por choque térmico e, em termos moleculares, pela presenca de
um "elemento de choque térmico" no gene promotor. As HSPs funcionam
como “chaperonas”, que auxiliam as proteinas recém sintetizadas a adquirir
sua conformagdo nativa ou auxiliam as proteinas desnaturadas em
consequéncia do estresse a voltarem a sua conformagao funcional
(DILLMANN, 1999; MCCLELLAN E FRYDMAN, 2001). As HSPs tém sua
expressao induzida por diversos fatores que estressam a célula, como por
exemplo choque térmico e isquemia, e sao encontradas em plantas,
bactérias e células de mamiferos (SHARP et al., 1999). O estresse ativa os
fatores de choque térmico que, por sua vez, se ligam ao elemento de
choque térmico, o promotor do gene, estimulando a transcrigao (Zou et al.,
1998).

Entretanto, elas ainda sdo pouco estudadas no que diz respeito a

medicina e a neurociéncia. Algumas das HSPs conhecidas incluem a
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HSP27, HSP32 (HO-1), HSP47, HSP70; HSC70, HSP90 e HSP100/105.

A HSP32 ou heme-oxigenase-1 (HO-1) é sintetizada principalmente
na microglia e € uma das proteinas relacionadas a heme oxigenase, que
metabolisa o heme a mondxido de carbono, ferro e biliverdina (SNYDER et
al., 1998). A HSP47 também é uma chaperona de células gliais e parece ter
um papel nas mudangas no citoesqueleto que acontecem quando a glia se
torna ativada, por exemplo na isquemia (NIMURA et al., 1996).

A familia da HSP110 tem trés membros encontrados em mamiferos:
HSP110/015, a proteina de estresse osmoético OSP94/APG-1 e a proteina
responsiva a isquemia IRP94/APG-2. A inducdo da HSP110/105 depois da
isquemia e do pré-condicionamento esta co-localizada com a indugdo da
HSP70 na regido CA1 do hipocampo, 0 que sugere uma colaboragéo entre
as duas proteinas na protecao (YAGITA et al., 2001).

A HSC70 é expressa constitutivamente, enquanto a HSP70 (HSP72)
€ uma proteina indutivel, precisa de um estimulo estressante para ser
expressa. Essas duas HSPs sédo encontradas em um grande numero de
células e sdo as HSPs mais estudadas até o momento. Elas atuam também
como chaperonas, auxiliando no dobramento de novas proteinas ou
evitando a desnaturacdo de proteinas em decorréncia do estresse. Em
resposta a isquemia, a HSP70 é induzida especialmente em neurbnios
(CURRIE et al., 2000; LI et al., 1995; Suzuki et al., 1997).

Outra proteina de choque térmico bastante estudada é a HSP27 , que

sera descrita em maiores detalhes a seguir.

4.1. HSP27

A HSP27 é um dos membros do grupo das pequenas HSPs, que
protege varios tipos de células contra o estresse, por exemplo, choque
térmico, estresse oxidativo e isquemia (BRAR et al., 1999; WAGSTAFF et al.,

1996, 1999; MEHLEN et al., 1996; LOKTIONOVA et al., 1998; SCHNEIDER et al.,
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1998; ROGALLA et al., 1999; GARRIDO et al., 1997). No SNC de mamiferos,
ela € uma proteina constitutiva, expressa basicamente em astrécitos e a
expressao aumentada da proteina confere resisténcia ao estresse, como
choque térmico por exemplo (KATO et al., 1995a,b; LANDRY et al., 1989;
LAVOIE et al., 1993; PLUMIER et al., 1996; PLUMIER et al., 1997). A HSP27
pode ser regulada de duas maneiras: através do aumento de expressdo em
condigdes estressantes e por fosforilagdo (COOPER et al., 2000; CHAUFOUR et
al., 1996; KATO et al., 1994a; LARSEN et al., 1997).

4.1.1. FOSFORILAGAO DA HSP27

A fosforilagdo da HSP27 é mediada por duas proteinas quinases, a
MAPKAP quinase-2 (proteina quinase ativada pela proteina quinase ativada
por mitogenos) e a PRAK (proteina quinase ativada pela p38), ambas
ativadas pela via de transducido de sinal responsiva a estresse, a p38
(STOKOE et al., 1992; LARSEN et al., 1997; NEw et al., 1998; KATO et al.,
2001). A via das MAP quinases (proteinas quinases ativadas por mitégenos)
desempenha um papel central na transducdo de sinal iniciada por uma
variedade de estimulos. A p38 é um dos membros dessa via, sendo
estimulada basicamente por agentes estressores. Quando ativada, ela
desencadeia uma cascata de fosforilagcado de proteinas que leva a ativagao
da MAPKAP quinase-2 e da PRAK; estas, por sua vez, a ativacdo da
HSP27.

Quando desfosforilada, a HSP27 forma grandes agregados
intracelulares de até 800 kDa sendo que a fosforilagdo altera a estrutura
quaternaria da proteina, formando agregados menores como dimeros e
tetrameros (LAMBERT et al, 1999; ROGALLA et al, 1999). A HSP27
desempenha diferentes fungcdes dentro da célula de acordo com seu estado

de fosforilagao (FIGURA 3).

4.1.2. FUNGOES DA HSP27

As funcbes da HSP27, relacionadas com a protecao celular, sao:

CHAPERONA. Varios estudos tém mostrado que os grandes oligbmeros
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de HSP27, ou seja, quando a proteina esta desfosforilada, atuam dentro das
células como chaperonas in vitro, evitando a desnaturagcédo das proteinas ou
auxiliando a renaturagdo (EHRNSPERGER et al., 1997; LEE et al. 1997 ; JAKOB
et al., 1993; LERouUX et al., 1997; Guo E COOPER, 2000). Rogalla e
colaboradores (1999) demostraram que a fosforilagdo da HSP27, com a
consequente diminuigdo dos agregados intracelulares, diminui, e até mesmo
bloqueia, sua capacidade de evitar a desnaturagao da citrato sintase in vitro,
demonstrando que a atuacdo da HSP27 como chaperona depende da
presenca de grandes oligbmeros.

MODULAGAO DOS FILAMENTOS DE ACTINA: Quando desfosforilada, a
HSP27 forma pequenos oligbmeros, geralmente dimeros ou tetrametros,
que parecem ser responsaveis pela modulacao dos filamentos de actina. A
HSP27 se liga a regido terminal da actina, impedindo que outras moléculas
se liguem. Quando esta HSP27 é fosforilada em resposta ao estresse, ela
se desliga da actina e permite a polimerizagdo, a modulagdo da estabilidade
e reorganizagao dos filamentos (LAVOIE et al., 1993; LAVOIE et al., 1995;
LOKTIONOVA E KABAKOV, 1998; SCHNEIDER et al., 1998).

APOPTOSE

CHAPERONA

T glutationa

= (PRAK

HSP27

APOPTOSE \
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FIGURA 3: Esquema representativo do papel da HSP27 nas células de

acordo com seu estado de fosforilagcdo. Para maiores detalhes, ver o texto.

MODULAGAO DO PROCESSO APOPTOTICO: Estudos recentes tém
mostrado que a HSP27 pode ser um bloqueador da apoptose em diversas
etapas do processo, 0 que poderia explicar as varias atividades protetoras
exercidas pela proteina (CHARETTE et al., 2000; GARRIDO et al., 1999; KATO
et al.,, 2001; WAGSTAFF et al., 1999; PANDEY et al., 2000). A expressao
aumentada de HSP27 protege neurbnios contra a falta de fatores tréficos,
um conhecido indutor de apoptose (Wagstaff et al., 1999) e inibe a ativagéo
das pro-caspases 9 e 3 (GARRIDO et al., 1999; PANDEY et al., 2000; BRUEY et
al., 2000). Nestes dois casos, ndo ha informacdes sobre o estado de
fosforilagdo da HSP27 no processo. Entretanto, trabalhos recentes
demostraram que a HSP27 pode bloquear a apoptose induzida pelo receptor
Fas, mas precisa estar fosforilada para que isso aconteca (CHARETTE E
LANDRY, 2000; CHARETTE et al., 2000).

Diante de fungdes tado amplas e tao importantes para a sobrevivéncia
das células, cada vez mais a HSP27 vem despertando a atengao de

pesquisadores interessados em neuroprotecao.

5. CULTURA ORGANOTIPICA

As técnicas in vitro sao ferramentas importantes para o estudo de
diversas doengas neurodegenerativas, por serem um modelo mais simples
para estudos moleculares do que o animal in vivo (PRINGLE et al., 1997a). As
culturas organotipicas tém se tornado uma importante alternativa para
estudar a morte neuronal induzida por excitotoxinas (ABDEL-HAMID E
TYMIANSKI, 1997), hipoxia (PRINGLE et al., 1997b), hipoglicemia (TASKER et
al., 1992) e hipdxia/hipoglicemia para simular a isquemia (NEWELL et al.,
1995; BERNAUDIN et al., 1998; CIMAROSTI et al., 2001).

Esse modelo de culturas foi desenvolvido em 1981 por Gahwiller e foi
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modificado por Stoppini e colaboradores em 1991. Basicamente, trata-se de
um método que mantém fatias de um determinado tecido em cultivo, numa
interface entre o ar e o meio de cultivo, podendo permanecer por diversas
semanas. Uma das principais caracteristicas da cultura organotipica é a de
manter a organizagdo do tecido in vivo, por exemplo, a organizagao
existente no hipocampo (STOPPINI et al., 1991; BUCHS et al., 1993; GAHWILER
et al., 1997). A idade dessas culturas € denotada em EPD, dia pds-natal
equivalente (equivalent postnatal day), o qual corresponde a idade que o
animal tinha quando as fatias foram colocadas em cultivo somado ao
numero de dias de permanéncia in vitro (BRUCE et al., 1995).

"IsQUEMIA" IN VITRO: A cultura organotipica de hipocampo pode ser
submetida a um modelo experimental que simula as condi¢cdes de isquemia
in vivo, a privagao de glicose e oxigénio (OGD). Esse método consiste em
submeter as culturas a um meio sem glicose e a uma atmosfera saturada de
nitrogénio. Essas condigdes simulam a falta de fluxo sanguineo da isquemia
(LAAKE et al., 1999; PRINGLE et al., 1999; BREDER et al., 2000; STRIGGOW et
al., 2000). As culturas organotipicas de hipocampo s&do uma excelente
alternativa para o estudo da isquemia cerebral, pois essas culturas mantém
muitos aspectos da isquemia in vivo, como a morte neuronal tardia e a
vulnerabilidade seletiva (STRASSER E FISCHER, 1995; NORABERG et al., 1999;
CIMAROSTI et al., 2001; LAAKE et al., 1999).
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Considerando os dados referidos na literatura sobre o papel da
HSP27 em situagcbes de estresse celular, buscamos investigar o seu
envolvimento em condi¢cdes de lesdo induzida pelo insulto isquémico e apds
a indugcao da tolerancia, utilizando modelos in vivo e in vitro. O presente

trabalho tem como objetivos:

00 verificar alteragdes no imunoconteudo e no estado de
fosforilagdo da HSP27 em resposta a isquemia cerebral global

e ao pré-condicionamento em um modelo in vivo;

0 estudar a inducédo de tolerancia no modelo in vitro de lesao
isquémica, usando culturas organotipicas de fatias de

hipocampo expostas a privagao de glicose e oxigénio

[0 investigar as alteragcbes na expressado e na fosforilacdo da
proteina HSP27 em culturas organotipicas de hipocampo
submetidas a privacdo de glicose e oxigénio e ao pré-

condicionamento;
[0 identificar um possivel papel da HSP27 na tolerancia a

isquemia cerebral global, no modelo in vivo e em culturas

organotipicas.
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ABSTRACT

Organotypic hippocampal cultures have been recently used to study
ischemic neuronal death in vitro. In vivo, sub-lethal periods of ischemia confer
resistance to lethal insults and many studies have demonstrated the involvement of
heat shock proteins in this phenomenon. We used organotypic hippocampal
cultures to investigate the role of HSP27 in preconditioning to oxygen and glucose
deprivation. Neuronal damage was assessed using propidium iodide fluorescence;
HSP27 phosphorylation and immunocontent were obtained using *?Pi labeling
followed by SDS-PAGE and immunoblotting. We observed that immunocontent of
HSP27 was increased after lethal or not treatment, indicating it is a response to
stress. Treatments with 5 or 10 min of OGD or 1uM NMDA using low serum
medium in the recovery period induced tolerance to 40 min of OGD, with an
increase in HSP27 immunocontent and phosphorylation. When cultures were
maintained in standard culture medium (25% serum), preconditioning treatments
were not protective and, conversely, there was a decrease in HSP27
phosphorylation in dentate gyrus. These data suggest that, in vitro, phosphorylated
HSP27 might be involved in preconditioning, probably acting as a modulator of actin

filaments or by the blockage of apoptotic processes.

Key words: preconditioning; oxygen and glucose deprivation; HSP27; organotypic

hippocampal culture

Running title: Preconditioning in organotypic cultures and HSP27
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INTRODUCTION

The reduction in the supply of glucose and oxygen to the brain that occurs in
cerebral ischemia leads to a complex cascade of cellular events, resulting in
neuronal death (White et al., 2000; Lipton, 1999; Nieber, 1999). Many aspects of
ischemic cell death have been demonstrated in animal models (Corbett and Crooks,
1997; Kato et al., 1995a); however, these represent a complex environment in
which to dissect the cellular and molecular mechanisms involved in ischemic
neurodegeneration. Organotypic slice cultures have become an attractive
alternative to study neuronal death induced by excitotoxins (Abdel-Hamid and
Tymianski, 1997), hypoxia (Pringle et al., 1997b), hypoglycemia (Tasker et al.,
1992) and a combination of these to simulate ischemia (Newell et al., 1995;
Bernaudin et al., 1998; Cimarosti et al., 2001). Cell culture systems, while further
from the in vivo situation represent a more defined microenvironment where the
presence of a vascular compartment and changes in temperature, for example, are
not confounding variables (Pringle et al., 1997a). Hippocampal organotypic cultures
are a particularly valuable alternative to study cerebral ischemia in vitro, because
these cultures retain many aspects of in vivo ischemia, such as delayed death of
CA1 neurons and selective vulnerability in response to oxygen and glucose
deprivation (Strasser and Fischer, 1995; Noraberg et al., 1999; Cimarosti et al.,
2001; Laake et al., 1999).

Heat shock proteins (HSPs) have homeostatic functions that help cells to
overcome stressful conditions (Welsh and Gaestel, 1998; Dillmann, 1999).
Mammalian HSP27 is a member of a group of small HSPs that protect many types
of cells against ischemia, heat shock, chemotherapeutic agents and oxidative stress
(Brar et al., 1999; Wagstaff et al., 1999; Mehlen et al., 1996; Loktionova et al., 1998;
Schneider et al., 1998; Rogalla et al., 1999; Garrido et al., 1997). It is now known
that HSP27 is expressed constitutively in mammalian brain, particularly in
astrocytes, (Kato et al., 1995a, b; Plumier et al., 1996) and overexpression of
human HSP27 in rodent cells confers resistance to heat shock (Landry et al., 1989;
Lavoie et al., 1993; Plumier et al., 1996, 1997). HSP27 is regulated at both
transcriptional and posttranslational levels: its concentration increases under
specific stressful conditions and its functional features can be altered by
phosphorylation (Cooper et al., 2000; Chaufour et al., 1996; Kato et al., 1994a;
Larsen et al., 1997). When dephosphorylated, HSP27 forms large intracellular
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aggregates (up to 800 kDa or sometimes even larger) and phosphorylation changes
the quaternary structrure of HSP27, which shifts from large oligomers to dimers or
tetramers (Lambert et al., 1999; Rogalla et al., 1999). The stress-induced
phosphorylation of HSP27 is the result of activation of the p38 mitogen-activated
protein (MAP) kinase cascade, which subsequently activates MAP kinase-activated
protein kinase 2 and PRAK, which in turn directly phosphorylates HSP27 (Stokoe et
al., 1992; Larsen et al., 1997; New et al., 1998; Kato et al., 2001).

Distinct biochemical activities have been reported for small and large
molecular complexes of HSP27. The large oligomers can act as a chaperone in
vitro, preventing unfolded proteins from irreversible aggregation and facilitating the
refolding of unfolded proteins (Ehrnsperger et al., 1997; Lee at al., 1997; Jakob et
al., 1993; Leroux et al., 1997; Guo and Cooper, 2000). The small oligomers are
responsible for the stabilization of actin microfilaments by acting as an actin cap-
binding protein and thus inhibiting actin polymerization. When phosphorylated in
response to stress, HSP27 releases actin allowing its polymerization and
modulating filament stability or reorganization (Lavoie et al., 1993; Loktionova and
Kabakov, 1998; Schneider et al., 1998). Recently, it has been reported that HSP27
can block apoptotic processes at several levels, what could explain many of the
protective activities of HSP27 (Charette et al., 2000; Garrido et al., 1999; Kato et al.,
2001; Wagstaff et al., 1999; Pandey et al., 2000).

In vivo studies have demonstrated that brief, non-lethal periods of ischemia
(1.5-2 min) prior to a subsequent severe insult, protect CA1 neurons in a process
known as ischemic preconditioning (Doodley and Corbett, 1998, Corbett and
Crooks, 1997, Ohno and Watanabe, 1996, Barone et al., 1998, Yano et al., 2001,
Bond, et al., 1999). This form of neuroprotection has been shown in gerbil (Bond et
al., 1999; Kato et al., 1994b; Corbett and Crooks, 1997) and rat (Currie et al., 2000;
Dave et al., 2001; Wyse et al., 2000) models of global ischemia as well as in focal
ischemia in the rat (Simon et al., 1993; Glazier et al., 1994). The mechanisms
underlying the protection of CA1 neurons by ischemic preconditioning are not fully
understood, but seem to involve the induction of Heat Shock Proteins (Currie et al.,
2000, Kato et al., 1994a, Kato et al., 1995a). In a recent study (Valentim et al.,
2001) we demonstrated specific alterations in HSP27 in CA1 and DG areas of
hippocampus after global ischemia and preconditioning, supporting a possible role
for this protein in the phenomenon of tolerance. The mechanisms of ischemic

preconditioning have been studied in models using in vivo conditions, while the
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understanding of the in vitro situation remains unclear. In a recent work, Pringle et
al. (1999) demonstrated that HSP72 is not involved in preconditioning to oxygen
and glucose deprivation in organotypic hippocampal cultures, but there are no
studies concerning the involvement of HSP27 in this model.

In the present work, we investigate the correlation between the
phosphorylation state and immunocontent of HSP27 and preconditioning in a model

of oxygen/glucose deprivation in organotypic cultures of rat hippocampus.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Hippocampal slice cultures
Organotypic hippocampal slice cultures were prepared according to the

method of Stoppini et al. (1991). Hippocampal slices were prepared from 6 to 8 day
old Wistar rats by removing the brain, dissecting hippocampi and making transverse
slices (400 um) using a Mcllwain tissue chopper. Slices were placed in a Hanks
Balanced Salt Solution (HBSS mg/mL): 6.5 glucose, 0.14 CaCl,, 0.4 KClI, 8 NaCl,
0.06 KH,PQOy4, 0.048 Na,HPO,, 0.1 MgCl,, 0.1 MgSQOy4, 25 mM Hepes, 1% fungizone
and 36 uL/100 mL garamicine, pH 7.2) to be separated. The slices were cultured on
Millicell culture inserts (Millipore); six slices were transferred onto each insert. The
insert membranes were placed in 6 well plates (Cell Culture Cluster, Costar) with 1
mL of culture medium consisting of 50% Minimum Essential Medium (MEM, Gibco),
25% Heat Inactivated Horse Serum (Gibco) and 25% HBSS (Gibco), supplemented
with (final concentration): 6.5 mg/mL glucose; 1 mM glutamine; 25 mM Hepes; and
4 mM NaHCOj;, Fungizone (1%) and garamicine (36 uL/100 mL), pH 7.3. Cultures
were grown at 37°C in an atmosphere with a 5% CO,. Culture medium was

changed twice a week and experiments were carried out after 14 days in vitro.

Oxygen and Glucose Deprivation (OGD)

The induction of oxygen and glucose deprivation was based on the method
described by Strasser and Fischer (1995), with some modifications. After double
rinsing, cultures were placed in 1 mL of HBSS lacking glucose for 15 min to deplete
glucose from the extracellular space. For OGD conditions, buffer was replaced to

HBSS lacking glucose previously bubbled with N, for 30 min and then transferred to
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an anaerobic chamber, with No-enriched atmosphere and 37°C. Cultures were
incubated for 5,10,20 or 40 min. After the deprivation period, slices were maintained

in standard culture medium or in a reduced serum medium (2.5%) for 24h.

Quantification of neuronal death

Cellular damage was assessed by fluorescent image analysis of propidium
iodide (Pl) uptake. After a 22 h recovery period, 7.5 uM Pl was added to the cultures
and incubated for 2 h. Pl is excluded from healthy cells, but following loss of
membrane integrity it enters cells, binds to DNA and becomes highly fluorescent.
Cultures were observed with an inverted microscope (Nikon Eclipse TE 300) using a
standard rhodamine filter set. Images were captured and then analyzed using
“Scion Image” software (www.scioncorp.com). The area where PI fluorescence was
detectable above background was determined using the “density slice” option of
Scion Image software and compared to the total CA1 area to obtain the percentage
of damage. The comparison of each experimental group with its matched control
was made by the use of a paired t-test. Comparisons between experimental groups
were by one-way analysis of variance (ANOVA), followed by Duncan’s multiple

range test when indicated. All data are presented as mean + S.E.M.

Preconditioning protocols

1) To determine the duration of OGD required to produce a sublethal insult with
maximal expression of HSP27, cultures were deprived of oxygen and glucose for 5,
10, and 20 min. After a 24 h recovery period, damage was observed using
propidium iodide; CA1 and DG areas were separated for the labelling procedure
(see below).

2) Cultures were exposed to 5 or 10 min of OGD and allowed to recover for 24 h
before being exposed to 40 min of OGD followed by a further 24 h recovery.
Cultures were separated in two groups: one of them was maintained in standard
culture medium during the recovery periods and in the other group, 12 h prior to
exposure to 5 or 10 min OGD, cultures were rinsed three times and maintained in a
culture medium in which serum was reduced to 2.5%. This low serum medium was
maintained during the recovery periods.

3) Cultures were pre-treated with 1 uM NMDA for 3 h. After 48 h of recovery,

40



ARTIGO 2

cultures were exposed to 40 min of OGD, followed by a 24 h recovery period.
Cultures were separated in two groups: one group was maintained in standard
culture medium during the recovery periods and in the other group, 12 h prior to
exposure to NMDA, cultures were rinsed three times and maintained in a culture
medium in which serum was reduced to 2.5%. This low serum medium was

maintained during the recovery periods.

Labelling procedure

The inserts were rinsed x 3 with the incubation medium (124 mM NacCl; 4
mM KCI; 1.2 mM MgSQO,; 25 mM Na-Hepes; 12 mM glucose and 1mM CaCl,. pH
7.4). Slices were gently removed from the membrane with a brush and microslices
with a 0.7 mm diameter were punched out from the CA1 and DG within the same
slice. Two microslices obtained from the same animal were preincubated for 30 min
at room temperature in 30 pL of the same medium. Then, 20 uL of medium
containing 30 uCi of [**PJorthophosphate were added and incubated for 1 h at 30°C.
The reaction was stopped with 1 mL of 10% trichloroacetic acid (TCA) and the
microslices maintained in ice for 10 min. After that, microslices were washed with
4% TCA to remove the excess of radioactivity, and washed twice with water to
remove the acid. The microslices were immediately dissolved in stopping solution.
An aliquot was taken for determination of protein, and beta-mercaptoethanol was

added to a final concentration of 5%.

Sodium dodecylsulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
Samples were analyzed by SDS-PAGE in 12% gels. Protein (15 ng) from
each sample was applied to the gels. After electrophoresis, the area of the gel
containing HSP27 was excised and reserved for immunoblotting. The remainder of
the gel was then dried and exposed to X-ray films (Kodak X-Omat) in order to obtain

an estimate of total phosphorylation.

Phosphorylation level and immunocontent of HSP27

The pieces of gel containing HSP27 were blotted to nitrocellulose
membranes using a semi-dry blotting system (Bio-Rad Trans-Blot SD). The
membranes were first exposed for autoradiography and subsequently blocked

overnight with 5% powdered milk in Tris-buffered saline. HSP27 protein was
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detected using the anti-HSP25 antibody (1:1000, overnight incubation, Stressgen
Biotechnologies), followed by anti-rabbit IgG peroxidase-conjugated (1:1000,
Amersham). The chemiluminescence (ECL, Pharmacia) was detected using X-ray

films.

Quantitation and statistical analysis

The autoradiographs of the nitrocellulose membranes and the ECL films
were scanned and the percentage of phosphorylated HSP27 and the
immunocontent were analyzed using “OptiQuant” software (Packard Instrument).
The test groups were compared with control non-treated cultures, which were
considered 100%. The percentage of phosphorylated protein was obtained
comparing the phosphorylated HSP27 with the total amount of HSP27 obtained by
the immunodetection assay. The comparison of each experimental group with its
matched control was made by the use of paired t-test. Comparisons between
experimental groups were by one-way analysis of variance (ANOVA), followed by
Duncan’s multiple range test when indicated. All data are presented as mean +
S.E.M.

RESULTS
1) Damage to CA1 area and changes in HSP27 in response to short periods of
OGD

Short periods of OGD (5, 10, or 20 min) did not cause significant neuronal
death in CA1 area of hippocampal organotypic cultures after 24 h recovery in
standard culture medium, as indicated by PI fluorescence (data not shown). Control
cultures maintained in low serum concentration (2.5%) were similar to those
maintained in standard culture medium. Despite the absence of neuronal death,
significant changes in HSP27 parameters were detected (Table 1). We observed a
decrease in HSP27 phosphorylation in the CA1 area after 5, 10 and 20 min of OGD,
with a significant increase in its immunocontent after all periods of OGD. In dentate
gyrus, an increase in immunocontent was also observed, but in this area, there was
a significant increase in the percentage of phosphorylated HSP27 at 5, 10 and 20
min of OGD. From these data we determined the parameters of sub-lethal insults to
be used in preconditioning protocols. The sub-lethal insults that produced
significant, sustained alterations in HSP were 5 and 10 min of OGD and

consequently we chose these as periods of preconditioning insults.
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2) Longer periods of OGD lead to CA1 death and significant changes in HSP27
When cultures were exposed to 40 min OGD and a recovery period of 24 h
in standard culture medium or in the medium with 2.5% serum we observed a
marked fluorescence in the CA1 area, indicating a high incorporation of propidium
iodide, as shown in the photomicrographs in Figure 1. Quantification of PI
fluorescence showed that 40 min of ODG, with standard or low serum concentration
medium, caused about 90% of damage in CA1 cells (Figure 1). In the dentate gyrus
area, no damage to neuronal cells was observed and, sometimes, a small number
of CA3 cells were affected by this insult. After this lethal insult, we observed that 40
min of OGD, both with standard or low serum medium in the recovery period,
resulted in an increase in HSP27 immunocontent in both hippocampal areas (Figure
2). The phosphorylation state of HSP27 showed a decrease in the CA1 area after
40 min of OGD and a recovery period with standard serum medium, while in the DG
area a decrease in the percentage of phosphorylated HSP27 was observed with low

serum medium.

3) Preconditioning with ODG in standard or low serum concentration medium
After we established sub-lethal conditions, we investigated whether ischemic
tolerance could be induced in organotypic cultures with these conditions.
Preconditioning cultures for 5 or 10 min followed by 24 h recovery and after this 40
min of OGD did not induce ischemic tolerance in hippocampal cultures when they
were maintained in standard medium during the recovery period (Figure 1A and B).
To determine whether the serum concentration in the medium was one of the
factors that could be blocking induced tolerance, we performed the same protocol
as above, but cultures were maintained in a medium with 2.5% serum 12 h before
preconditioning, and during the recovery period. We observed that, when serum
was low in the medium, preconditioning with 5 or 10 min of OGD reduced the
damage from 90% without preconditioning to 75% in CA1 area (Figure 1A and B).
We also observed significant alterations in HSP27 phosphorylation and
immunocontent after preconditioning. Figure 2A represents alterations in HSP27
after 40 min of OGD and 5 min of OGD preconditioning. We observed an increase
in HSP immunocontent after all treatments in CA1 area, with no significant
alterations in the percentage of phosphorylated HSP27 after preconditioning (Figure
2A). The dentate gyrus area showed an increase in HSP immunocontent after all

treatments and when the preconditioning (5+40min OGD) was performed with
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standard serum medium the increase observed was different from all the other
groups (Figure 2B). The phosphorylation of HSP27 was decreased in the dentate
gyrus area after 5+40 min of ODG with standard medium, differently from the other
treatments.

Preconditioning with 10 min of OGD led to similar changes in HSP27
phosphorylation and immunocontent as we observed with 5 min preconditioning
(Figure 3A and B). HSP27 immunocontent was increased in both areas, with a
higher increase in DG after 10+40 min of OGD (standard medium). The percentage
of phosphorylated HSP27 showed a significant decrease in DG after 10+40 min of
OGD with standard medium (Figure 3B).

4) Preconditioning with NMDA

According to Pringle et al. (1999), 1 uM NMDA for 3 h can induce tolerance
to OGD in hippocampal organotypic cultures. We decided to investigate whether
this preconditioning protocol could induce alterations in HSP27. First, we used a
standard culture medium (25%serum) in the recovery period and observed that, in
this condition, NMDA does not induce tolerance to OGD (Figure 1C). Then we
decided to reduce serum concentration, as we did in the procedure using 5 or 10
min of OGD preconditioning. Using low serum concentration in the recovery
medium, we observed that NMDA reduced the damage in CA1 area to 6%, as
shown in Figure 1C.

Figure 4 shows changes in HSP27 immunocontent and phosphorylation after
NMDA preconditioning. We observed an increase in HSP immunocontent after all
treatments, both in CA1 and DG areas of the hippocampus. When cultures were
maintained in standard medium, the percentage of phosphorylated HSP27
decreased in both areas, after preconditioning with NMDA (NMDA+OGD). When
serum was reduced, we observed an increase in HSP phosphorylation in CA1 area,
and this result was different from those observed with preconditioning with 5 min of
OGD (5+40) and 10 min of OGD (10+40) (Figure 4A).

DISCUSSION

Models using in vivo conditions have demonstrated the basic mechanisms of
ischemic preconditioning, while the understanding of the in vitro situation remains
unclear. Recent studies showed ischemic preconditioning using dissociated

neuronal cultures, but these models are not very close to the brain in vivo (Bruer et
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al.,1997; Khaspekov et al., 1998). Recently, organotypic cultures have been used to
demonstrate ischemic conditions in vitro, with similar responses to the brain in vivo,
such as delayed neuronal death and hippocampal selective vulnerability (Laake et
al., 1999; Newell et al., 1995; Bernaudin et al., 1998; Breder et al., 2000 , Tavares
etal., 2001).

One of the main characteristics of the ischemic stress response is the
induction of heat shock proteins, including HSP27. Many studies in vivo have
demonstrated that HSP27 may be involved in the phenomenon of ischemic
tolerance (Valentim et al., 2001; Wagstaff et al., 1996; Currie et al., 2000; Kato et
al., 1994a, Kato et al., 1995b). Pringle et al. (1999) demonstrated that HSP72 is not
involved in tolerance to deprivation of oxygen and glucose (OGD) in organotypic
hippocampal cultures and we showed in this work that HSP27 is overexpressed
even in short, non-lethal periods of OGD suggesting that this protein is probably
involved in preconditioning. As demonstrated in Figures 1A and B, 5 or 10 min of
OGD induces a small, but significant tolerance to 40 min of OGD, with an increase
in HSP27 immunocontent in CA1 and DG, maintaining the percentage of
phosphorylated HSP27 (Figures 2 and 3). When cultures were maintained in
standard serum medium, 5 or 10 min of OGD did not induce tolerance, and HSP27
shows a decrease in the percentage of phosphorylated protein in DG. Recent
studies have shown that some signal transduction pathways are involved in
tolerance in vivo, some of them regulated by trophic factors. In the presence of 25%
serum, these pathways may be maximally activated, and preconditioning would not
be possible (Xi et al., 2001; Yano et al., 2001). In a previous study (Valentim et al.,
2001), we demonstrated that preconditioning in vivo requires induction of HSP27
with a decrease in the percentage of phosphorylated protein in CA1 and DG areas.
This situation probably leads to an oligomerization of the protein, which could act as
a chaperone, protecting other proteins from denaturation (Guo and Cooper, 2000;
Cuesta et al., 2001; Rogalla et al., 1999; Lambert et al., 1999; Préville et al., 1998).
According to the results of the present work, dephosphorylation of HSP27 in
organotypic hippocampal cultures is not one of the facts involved in tolerance, as
demonstrated by the fact that the decrease in the percentage of phosphorylated
HSP27 (5 or 10+40min of OGD in standard serum medium) does not correspond to
preconditioning. We also demonstrated that, in these conditions, dentate gyrus, a
resistant area, seems to be more responsive than CA1 area, according to our in

vivo work. As described in other studies, HSP27 is widely induced in brain after
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many types of stress, even without a detectable damage (Akbar et al., 2001; Currie
et al., 2000), probably helping these cells to resist to stress.

Pringle et al. (1999) have demonstrated that 1uM NMDA for 3 h can induce
tolerance to OGD, without induction of HSP72. Figure 1C shows that this protocol
reduces damage to CA1 from 90% to 6%, with induction of the expression of
HSP27, differently from HSP72 (Figure 4). When cultures were maintained in
standard serum medium in the recovery period, preconditioning did not work and
HSP27 showed a decrease in phosphorylation, according to our results using 5 or
10 min of OGD preconditioning and standard serum medium. These two protocols
were not able to induce tolerance, and dephosphorylation of HSP27 appears to be
not involved in preconditioning, differently from in vivo study (Valentim et al., 2001).
When serum was reduced, we observed an increase in HSP27 phosphorylation
particularly in CA1. This result suggests that preconditioning require an increase in
HSP27 phosphorylation, as demonstrated by our results using NMDA or OGD as
preconditioning insults. We also observed that the increase in the percentage of
phosphorylated HSP27 using NMDA was higher than using 5 or 10 min of OGD
and, with NMDA, the protection was much higher. These results suggest that, in
hippocampal organotypic cultures, HSP27 has to maintain or increase
phosphorylation to allow preconditioning. It is clearly demonstrated that many types
of stress can induce HSP27 phosphorylation through the activation of p38 signalling
via and, consequently, MAPKAP kinase 2 and PRAK, the major kinases responsible
for HSP27 phosphorylation (New et al., 1998; Larsen et al., 1997; Stokoe et al.,
1992). Induction of phosphorylation can dissociate the intracellular aggregates,
leading to a decrease in HSP oligomeric size (Préville et al., 1998, Rogalla et al.,
1999). When phosphorylated, HSP27 shows the ability to stabilise actin filaments,
accelerating recovery of filaments after stress (Welsh and Gaestel, 1998; Schneider
et al., 1998; Lavoie et al., 1995; Guay et al., 1997). In our work, phosphorylated
HSP27 may be decreasing a disorganisation of cytoskeleton caused by stress.
According to the literature, stability of the actin filaments is considered an important
factor in the survival of cells exposed to stress and may contribute to tolerance of
OGD (Gabai and Kabakov, 1993; Loktionova and Kabakov, 1998; Landry and Huot,
1999).

Another feature of HSP27 is its ability to block apoptotic processes. Recent
studies have demonstrated that overexpression of HSP27 protects neuronal cells

from withdrawal of trophic factors (Wagstaff et al., 1999), inhibits activation of
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procaspases 9 and 3 (Garrido et al., 1999; Pandey et al., 2000; Bruey et al., 2000),
and, most interestingly, phosphorylated HSP27 blocks Fas-induced apoptosis
(Charette and Landry, 2000; Charette et al., 2000). A recent study demonstrated
that apoptotic processes are one of the factors leading to cell death in CA1 area of
organotypic cultures after OGD (Ray et al., 2000). Our results suggest that HSP27
may also be blocking apoptotic processes after oxygen and glucose deprivation,
thus helping CA1 cells to survive.

In conclusion, our data suggest that HSP27 is involved in tolerance to
oxygen and glucose deprivation in organotypic hippocampal cultures, with different
characteristics to those observed in in vivo ischemia. Other studies have
demonstrated that, even in vivo or in cultured cells, HSP27 is mainly expressed in
astrocytes, but there are no studies determining the cellular localisation of HSP27 in
organotypic hippocampal cultures (Satoh and Kim, 1995; Kato et al., 1995 a, b;
Plumier et al., 1996). Despite the fact that organotypic cultures respond very similar
to in vivo ischemia, the mechanisms that result in cell death could be different and
require an alternative response for the protein. These two facts need to be
elucidated in order to arrive at a better understanding of the mechanism of cell
death after OGD and the role of HSP27 in preconditioning.
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Legends to figures

Table1: Alterations in HSP27 phosphorylation and immunocontent in
organotypic hippocampal cultures after sublethal periods of OGD. Data are
described as means of percentage of control + S.E.M.

" different from control (paired t-test, p<0.05)

Figure 1: Quantification of CA1 damage after 40 min of OGD and
preconditioning. Photomicrographs represent PI fluorescence after the
treatments. *** different from control (paired t-test, p<0.001); # different the

other groups (one-way ANOVA, Duncan's test)

Figure 2: Immunocontent and % of phosphorylated HSP27 after 40 min of
OGD and preconditioning using 5 min of OGD. A) CA1 area; B) dentate
gyrus.* different from control (paired t-test, p<0.05); ** different from control
(paired t-test p<0.01); *** different from control (paired t-test p<0.001); #

different from the other groups (one-way ANOVA, Duncan's test)

Figure 3: Alterations in HSP27 after 40 min of OGD and preconditioning with
10 min of OGD. A) CA1; B) DG. * different from control (paired t-test,
p<0.05); ** different from control (paired t-test p<0.01); *** different from
control (paired t-test p<0.001); # different from the other groups (one-way

ANOVA, Duncan's test)
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Figure 4: Alterations in HSP27 immunocontent and phosphorylation after
OGD and preconditioning with 1uM NMDA. A) CA1; B) DG. * different from
control (paired t-test, p<0.05); ** different from control (paired t-test p<0.01);
*** different from control (paired t-test (p<0.001); # different from control and
NMDA+OGD with 2.5% serum (one-way ANOVA, Duncan's test); A different
from the other types of preconditioning, 5 min of OGD and 10 min OGD (one-

way ANOVA, Duncan's test).
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Duration of OGD | Phosphorylation Immunocontent

CA1 DG CA1 DG
5 min 89.87 +12.02  177.78 +20.72° 152.45+18.13 188.72 +33.89
10 min 61.39 + 8.88 195.79 +50.00 228.96 +41.48 189.10 +27.71
20 min 68.11+11.37  131.19+43.38  181.12+45.00 148.15+15.82

Table1
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As lesées no SNC sdo uma das condicbes médicas mais catastroéficas
e devastadoras. Até hoje, a degeneragédo neuronal associada a desordens
no SNC, como Alzheimer, Parkinson e isquemia é irreversivel (MAIESE,
1999). A morte neuronal causada pela isquemia é desencadeada,
basicamente, por um aumento excessivo nos niveis de calcio intracelulares,
causado pela liberagdo de glutamato durante o insulto isquémico in vivo. Em
culturas organotipicas de hipocampo, ndo esta bem definida a cascata de
eventos que leva a morte celurar, mas alguns trabalhos mostraram
alteragbes no calcio e no glutamato em resposta a privagao de glicose e
oxigénio (BREDER et al., 2000; PEREZ-VELAZQUEZ et al., 1997; NEWELL et al.,
1995). Quando a cascata de eventos que leva a morte celular na isquemia é
desencadeada, as células da regiao CA1 do hipocampo, a regido vulneravel,
desenvolvem um processo de morte tardio, onde as células morrem em
torno de 72h depois da isquemia in vivo ou 24h depois da OGD in vitro
(BARTUS et al., 1998; KIRINO et al., 2000; BARTH et al., 1996; LAAKE et al.,
1999).

In vivo, uma isquemia nao téxica para os neurdnios pode reduzir a
morte neuronal causada por um segundo episodio isquémico, que
normalmente seria letal para os neurbnios. Os mecanismos do pré-
condicionamento isquémico nao estao esclarecidos, embora ja tenham sido
investigados alguns possiveis mecanismos (BAEK et al., 2000; ZHAN et al.,
2001; Aokl et al., 1993; RAVATI et al., 2000; YANO et al., 2001). Em muitos
tipos de células, a tolerancia obtida com o pré-condicionamento esta
relacionada com a inducdo de de proteinas de estresse, particularmente a
HSP70 e a HSP27 (CURRIE et al., 2000). Em resposta a isquemia e ao pré-
condicionamento, a HSP27 tem sua expressdao aumentada especialmente
em ceélulas gliais, astrécitos em particular, e tem sido sugerido em diversos
trabalhos na literatura que esta proteina pode estar envolvida com a
resisténcia das células a diversos tipos de estresse (KATO et al., 1994a;
KATO et al., 1995b; BRAR et al., 1999; GARRIDO et al., 1997; WAGSTAFF et al.,
1999).

Nossos estudos no modelo in vivo mostraram alteragdes na
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fosforilagdo e no imunoconteudo da HSP27 em resposta a isquemia e ao
pré-condicionamento in vivo. Sabe-se que a HSP27 pode ser induzida por
diversos fatores estressantes ou agentes neurotéxicos, incluindo a isquemia
cerebral (PLUMIER et al., 1997; KRUGER-NAUG et al., 2000; TsuJi et al., 2000;
CURRIE et al., 2000). Os resultados revelaram que a isquemia, com ou sem
pré-condicionamento, induz a expressdao e a fosforilagdo da HSP27
diferentemente na area CA1 (vulneravel ao insulto isquémico) e no giro
denteado (area resistente ao insulto isquémico) do hipocampo. O giro
denteado apresentou um aumento no imunoconteudo da HSP27 nas 3
condigbes estudadas, ou seja, no insulto isquémico nao letal para as células
neuronais das regides vulneraveis (2 min); no insulto isquémico letal (10
min) e na situagdo de pré-condicionamento (2+10 min), enquanto a
porcentagem de HSP27 fosforilada manteve-se inferior ao controle na
maioria dos tratamentos. Somente observou-se um aumento na fosforilagao
4 dias depois da isquemia letal.

Conforme descrito na literatura, a isquemia nao letal pode induzir
gliose no hipocampo e essa ativagdo dos astroctios envolve a sintese de
proteinas de choque térmico, particularmente HSP27 (KATO et al., 1994b;
KATO et al.,, 1995a; CURRIE et al., 2000). Possivelmente o giro denteado,
através da ativagao dos astrécitos, foi mais responsivo ao insulto nio letal
do que a regiao vulneravel CA1, protegendo os astrécitos que, ativados,
podem desempenhar fungdes relacionadas a protegcado das células neuronais
tais como, recaptacdo de neurotransmissores e mantendo a homeostase
iGnica.

A desfosforilagdo da HSP27 leva a formagao de grandes oligbmeros,
que podem atuar como chaperonas e proteger outras proteinas da
desnaturacdo (LEROUX et al., 1997; PREVILLE et al., 1998; LAMBERT et al.,
1999; ROGALLA et al., 1999; Guo E COOPER, 2000). A diminuicdo na
fosforilagdo da HSP27 em resposta aos diferentes tratamentos observada
no giro denteado pode contribuir para a manutencao das fungbes normais
dos astrécitos, e desta forma participar do mecanismo molecular

responsavel pela resisténcia a isquemia observada nesta area. Além disso,
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o fato de o giro denteado ter 30% mais HSP27 do que a regiao CA1 nos
animais controle também pode ser um dos fatores que favorecem a
resisténcia neuronal.

A regido CA1 apresenta caracteristicas diferentes daquelas
observadas no giro denteado. Observamos um aumento no imunoconteudo
de HSP27 somente nos tratamentos em que foi feita a isquemia letal,
precedida ou ndo pelo pré-condicionamento, ou seja, 10 min ou 2+10 min de
isquemia. A porcentagem de HSP27 fosforilada na regido CA1 néo
apresentou alteragdes importantes em resposta ao pré-condicionamento e
permaneceu em torno de 100% depois da isquemia letal.

Uma alteragdo interessante foi observada na regido CA1 depois de
10min de isquemia: um aumento na fosforilagdo 14 dias depois do insulto.
Em um trabalho anterior no nosso laboratério (VALENTIM et al., 1999), foi
observada uma alteragdo na proteina glial fibrilar acida (GFAP) no mesmo
periodo, 0 que pode indicar uma alteracdo no citoesqueleto para
reorganizagdo depois da lesdo. O resultado com HSP27 pode ser
interpretado da mesma maneira, ja que, quando fosforilada, ela pode
modular os filamentos de actina, alterado o citoesqueleto (LAVOIE et al.,
1995; GUAY et al., 1997; LANDRY E HuOT, 1999). Depois da isquemia pré-
condicionada, quando os neurdnios da regido CA1 se tornaram resistentes a
isquemia, observamos um aumento no imunoconteiudo de HSP27, com uma
diminuic&o significativa na porcentagem de HSP27 fosforilada, semelhante
ao giro denteado, que é resistente. Este resultado sugere que, nestas
condigdes, a HSP27 pode estar protegendo os astrocitos da regido CA1,
atuando como chaperona. Outro papel demonstrado atualmente pela
literatura para a HSP27 é o bloqueio do mecanismo apoptdético. Em células
tumorais, os grandes oligdbmeros de HSP27 podem bloquear a ativagao de
caspases pelo citocromo C (BRUEY et al., 2000). Outros trabalhos também
mostram a ac¢ao anti-apoptotica da HSP27, porém n&o demonstram o estado
de oligomerizagao da proteina (GARRIDO et al., 1999; PANDEY et al., 2000).
De acordo com a literatura, o mecanismo de morte celular isquémica pode

envolver a apoptose, portanto, a HSP27 pode também estar atuando como
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bloqueadora do processo apoptotico, auxiliando a sobrevivéncia dos
astrocitos (ZHAN et al., 2001; CAo et al., 2001).

Os astrécitos sao ativados por uma grande variedade de lesdes, e ha
evidéncias de que a ativagcdo dessas células esta relacionada com a
tolerancia a isquemia (KATO et al., 1994b; CURRIE et al., 2000). A ativacao
dos astrécitos leva a um aumento na capacidade destas células de recaptar
neurotransmissores, manter o equilibrio idbnico e secretar fatores troficos, o
que auxilia na sobrevivéncia neuronal (MATSUSHIMA et al., 1998; Louw et al.,
1998; CULMSEE et al., 1999; GOTTLIEB e MATUTE, 1999; LIU et al., 1999). Se a
ativacdo dos astrécitos pode melhorar sua capacidade de realizar suas
funcbes, e considerando que as alteracbes observadas na HSP27 estdo
relacionadas com sua fungcdo de chaperona, podemos sugerir que estas
células podem indiretamente contribuir para a sobrevivéncia dos neurdnios.

O segundo artigo deste trabalho mostrou alteracées na HSP27 em
resposta a OGD e ao pré-condicionamento em culturas organotipicas de
hipocampo. Apesar do grande numero de trabalhos a respeito do pré-
condicionamento isquémico in vivo, 0 mecanismo in vitro ainda permanece
obscuro. Alguns trabalhos tém mostrado a resposta de culturas
organotipicas de hipocampo a privagao de glicose e oxigénio, que simula a
isquemia in vivo, mas poucos estudam o pré-condicionamento (LAAKE et al.,
1999; NEWELL et al., 1995; BERNAUDIN et al., 1998; BREDER et al., 2000;
TAVARES et al., 2001).

Pringle e colaboradores (1999) demonstraram que o pré-
condicionamento em culturas organotipicas usando tempos nao letais de
privagdo de glicose e oxigénio nao esta envolvido com a expressédo de
HSP70. Os resultados aqui descritos mostram que a HSP27 responde
aumentando o imunoconteudo tanto depois de um insulto n&o letal quando
depois de um insulto letal. Usando 5 ou 10 min de OGD como indutores de
tolerancia, observou-se um pequena, mas significativa protecdo contra 40
min de OGD (tempo letal). Este resultado foi obtido quando as culturas
foram mantidas em uma meio com quantidade reduzida de soro (2,5%),

diferente do meio de cultivo padrdao, que tem 25% de soro. Quando os
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experimentos foram realizados mantendo-se as culturas no meio padrao
durante a recuperacgao, o pré-condicionamento ndo ocorreu.

Observamos um resultado semelhante quando o NMDA foi usado
como indutor de tolerancia. O pré-condicionamento diminuiu para 6% a
morte observada na regido CA1 (usando o meio com soro reduzido na
recuperagdo) em contraste com a isquemia sozinha, que causou um dano
de 90%. Sabe-se que algumas vias de transducédo de sinal precisam ser
ativadas para que o pré-condicionamento ocorra in vivo, sendo algumas
dessas vias ativadas por fatores troficos (GUOHUA et al., 2001; YANO et al.,
2001). Possivelmente a alta quantidade de soro do meio padrao possa estar
mantendo essas vias em um nivel maximo de ativagao, impedindo que o
pré-condicionamento ocorra.

Em relagdo a HSP27, foram observadas alteragdes distintas de
acordo com os tratamentos. Tanto o pré-condicionamento usando 5 ou 10
min de OGD quanto NMDA, causaram um aumento no imunoconteudo da
HSP27 em CA1 e DG, usando o meio padrao ou o meio com soro reduzido.
Entretanto, algumas alteragcdes interessantes foram observadas na
porcentagem de HS-27 fosforilada. Nos tratamentos em que foi usado o
meio padrao no periodo de recuperacido, observou-se uma diminuicido na
porcentagem de HSP27 fosforilada no giro denteado. Quando utilizamos o
meio com baixa concentragdo de soro, observamos uma manutengcdo no
estado de fosforilagdo da HSP27 em ambas as regides, sendo que quando o
NMDA foi usado como pré-condicionante, houve um aumento na
porcentagem de HSP27 fosforilada na regi&do CA1.

No artigo anterior, foi mostrado que a indugdo de tolerancia a
isquemia in vivo esta relacionada com aumento na expresséo e diminuigao
na fosforilagdo da HSP27. Em culturas organotipicas, a desfosforilagdo da
HSP27 parece néo estar relacionada com a indugdo da tolerancia. Ao
contrario, parece ser necessario que a porcentagem de HSP27 fosforilada
seja mantida ou até mesmo aumentada para que o pré-condicionamento
ocorra.

Varios tipos de estresse podem aumentar a fosforilagdo da HSP27
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através da ativacédo da via de sinalizagao p38, responsiva ao estresse, e a
consequente ativacdo da MAPKAP quinase-2 e da PRAK, as enzimas que
fosforilam a HSP27 (NEw et al., 1998; LARSEN et al., 1997; STOKOE et al.,
1992), podendo causar uma diminuicdo no tamanho dos oligbmeros da
HSP27 (PREVILLE et al., 1998, ROGALLA et al., 1999). Quando fosforilada, a
HSP27 pode estabilizar os filamentos de actina, acelerando a recuperagao
dos filamentos depois do estresse (WELSH E GAESTEL, 1998; SCHNEIDER et
al., 1998; LAVOIE et al., 1995; GUAY et al., 1997). Nas culturas organotipicas,
a HSP27 pode estar diminuindo a desorganizagao do citoesqueleto causada
pelo estresse. A estabilidade dos filamentos de actina € considerada um
fator importante na sobrevivéncia das células e pode contribuir para o
fendmeno da tolerancia (GABAI E KHABAKOV, 1993; LOKTIONOVA E KHABAKOV,
1998; LANDRY E HUOT, 1999).

Outra caracteristica da HSP27 a ser considerada é sua capacidade
de bloquear a apoptose. A expressdo aumentada de HSP27 protege as
células neurais da falta de fatores troficos (WAGSTAFF et al., 1999), inibe a
ativacdo de caspases (GARRIDO et al., 1999; PANDEY et al., 2000; BRUEY et
al., 2000) e, quando fosforilada, a HSP27 pode bloquar a apoptose induzida
pelo receptor Fas (CHARETTE E LANDRY, 2000; CHARETTE et al., 2000). Sabe-
se que a apoptose € um dos processos que leva a morte de neurbnios na
regidao CA1 em consequéncia da privagao de glicose e oxigénio, portanto, os
resultados deste trabalho podem sugerir que a HSP27 esteja diminuindo a
apoptose, auxiliando a sobrevivéncia celular (RAY et al., 2000).

Analizando os resultados dos dois grupos de experimentos em
conjunto, podemos sugerir que a HSP27 esta envolvida no fenbmeno de
tolerancia a isquemia nos dois modelos experimentais estudados, porém
com caracteristicas diferentes. A Figura 4 mostra os possiveis mecanismos
sugeridos neste trabalho para o envolvimento da HSP27 na tolerancia a
isquemia in vivo e in vitro. No modelo in vivo, a tolerancia esta associada a
desfosforilagdo da HSP27, enquanto in vitro parece ser a forma fosforilada
da HSP27 que esta relacionada com a protecdo. Alguns estudos tém

demonstrado que in vivo, a HSP27 é expressa principalmente em astrdcitos,

70

DiscussAO



DiscussAO

porém nao ha estudos mostrando a localizagdo celular da proteina em
culturas organotipicas (SATOH e KiM, 1995; KATO et al., 1995a, KATO et al.,
1995b; PLUMIER et al., 1996). Apesar do fato de as culturas organotipicas
responderem a isquemia de modo semelhante ao modelo in vivo (morte de
células na regidao vulneravel CA1), os mecanismos que levam a morte
podem ser diferentes, necessitando acdes distintas da proteina. Estes fatos
precisam ser elucidados para que se possa entender melhor o papel da

HSP27 na tolerancia a isquemia.

Pré-condicionamento

e .

in vivo in vitro
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f Imunoconteudo de HSP27

v W

v Fosforilagio da HSP27 4 Fosforilaco da HSP27

Oligomerizaga Dimeros e tetrameros

/N

Chaperona Blogueio da apoptose Modulacdo da actina
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FIGURA 4: Esquema representativo dos possiveis mecanismos de agao da

HSP27 na tolerancia a isquemia in vivo e in vitro.
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Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que:

0 No modelo in vivo de isquemia cerebral e pré-
condicionamento:

-na regiao resistente, o giro denteado, houve um aumento no
imunoconteudo da HSP27 em resposta a isquemia letal (10 min)
e ao pré-condicionamento (2+10 min), porém a fosforilagdo nao
aumentou paralelamente;

-no CA1, regido vulneravel, houve aumento de imunoconteudo
da HSP27, em resposta a isquemia letal (10 min) e ao pré-
condicionamento (2+10 min) e este foi acompanhado de um
aumento no estado de fosforilagdo da proteina aos 10 min de
isquemia;

-quando o CA1 se tornou resistente (situagdo de pré-
condicionamento), a porcentagem de HSP27 fosforilada diminuiu,
de forma semelhante ao observado no giro denteado.

Pode-se concluir que a HSP27 possivelmente desempenha um
papel na tolerancia induzida a isquemia, aumentando o
imunoconteudo e diminuindo a fosforilagdo, podendo atuar como

chaperona e proteger outras proteinas celulares da desnaturagao.

[0 No modelo in vitro de "isquemia" e pré-condicionamento:

-no caso das culturas organotipicas, observamos um aumento
no imunoconteudo, nas duas regides do hipocampo, mas as
alteragdes na fosforilagcdo da proteina foram diferentes nas duas
areas. Quando nao houve pré-condicionamento, observamos uma
diminui¢cado na fosforilagdo da proteina no giro denteado e, quando
o pré-condicionamento foi obtido, a fosforilagdo aumentou em
paralelo ou mais do que o imunoconteudo, nas duas regides;

-quando o pré-condicionamento a privacado de glicose e
oxigénio ocorreu, em culturas organotipicas de hipocampo, a

HSP27 manteve-se no estado fosforilado, podendo atuar na
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modulagao dos filamentos de actina ou bloquear o processo

apoptaotico.

[0 Observando os resultados dos dois trabalhos em conjunto,
podemos sugerir que:
O a HSP27 possivelmente desempenha um papel
na tolerancia a isquemia tanto in vivo quanto in vitro;
0 possivelmente a obtencdo da tolerancia tenha
vias diferentes in vivo e in vitro, exigindo diferentes
acdes da HSP27.
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Como continuagdo deste trabalho, serdo realizados experimentos
envolvendo a modulagcdo da vulnerabilidade seletiva do hipocampo a
privagao de glicose e oxigénio em culturas organotipicas. Sera analizada a
via de transducao de sinal que envolve a proteina fosfo-inositol 3 quinase
(PI3K), uma via conhecidamente anti-apoptotica, que pode envolver a
proteina HSP27 através de uma interacdo com a proteina quinase B
(AKT/PKB). Essa via pode ter regulagdes diferentes em CA1 e DG,
contribuindo para a vulnerabilidade seletiva.

Também como sequéncia deste trabalho, serdo realizados
experimentos em animais geneticamente modificados, com expressao
aumentada de HSP27, com o objetivo de elucidar o papel da proteina na
resposta celular as lesbes cerebrais. Este projeto sera realizado no
laboratério do Professor David Latchman, Institute of Child Health, University

College London, no Reino Unido.
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