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RESUMO

Dotadas de um sistema complexo de comunicacdo, as células nervosas
representam o modo com o qual o cérebro pode se comunicar com as
mais diversas partes do corpo. O cortex cerebral apresenta sua
citoarquitetura composta por neurdnio, células gliais (incluindo os
astrocitos) e fibras. O modo tradicional de comunicagdo nervosa ¢ a
sinapse, e, assim como os neurdnios, a partir destas, as células gliais
também podem se comunicar entre si. Tendo nos ions célcio seu modo
de transmitir a informacdo, o astrocito, ao término da cadeia de eventos
bioquimicos, reage liberando gliotransmissores. Partindo-se destes
conhecimentos, este trabalho desenvolveu um estudo experimental para
melhor elucidar o processo de captagdo de ions calcio por astrogliomas
apds o emprego de um estimulo glutamatérgico. O experimento foi
realizado utilizando-se cultura de células de glioma C6; solugdo
contendo calcio; glutamato monossoédico ¢ o indicador de calcio
fluorescente FURA-2/AM. A aquisi¢do dos dados foi realizada em
equipamento de misturador de fluxo interrompido, stopped flow mixer,
capaz de produzir dados de concentragdo de calcio no interior das
células, utilizando para tal fluorescéncia. O tratamento estatistico dos
dados foi realizado através das ferramentas média e desvio padrdo. Para
a interpretacdo global dos mesmos, utilizou-se autores que pudessem
estabelecer relagdes pertinentes sobre a tematica, de modo a comprovar
a influencia do neurotransmissor glutamato no processo de captagdo de
ions calcio por astrogliomas, além da analise da viabilidade da
metodologia proposta para tal.

Palavras-chave: sinalizagéo celular; calcio; células gliais.






ABSTRACT

Nerve cells are endowed with a complex communication system. They
represent the main way of communication between the brain and others
parts of the body. The cerebral cytoarchitecture is composed by neuron,
glial cells (including astrocytes) and fibers. The traditional mode of
nervous communication is the synapse. Like neurons, glial cells also
employ the synapse to communicate ones with each others. Using
calcium ions like way of transmitting information, the astrocyte, in the
end of the biochemical events chain, reacts by releasing gliotransmitters.
Knowing that, this research developed an experimental study to
elucidate the process of calcium uptake by astrogliomas after a
glutamatergic stimulation. The experiment was executed by using a
culture of C6 glioma cells; calcium solution; monosodium glutamate
and fluorescent calcium indicator Fura-2/AM. Data acquisition was
performed in a "stopped-flow mixer", a device able to obtain data from
concentration of calcium inside cells by fluorescence measurement. The
data statistical treatment was done by employing mean and standard
deviation. The overall interpretation of the results made use of authors
able to establish relevant links about the subject, in order to prove the
influence of the neurotransmitter glutamate in the uptake of calcium ions
by astrogliomas, besides assessing the feasibility of the proposed study
methodology.

Keywords: cell signaling; calcium; glial cells.
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1. INTRODUCAO

O corpo humano é uma extraordinaria obra-prima de forga,
organizacdo, eficiéncia e complexidade. Trabalhando incessantemente
do nascer a morte, esta maquina ¢ capaz de crescer; se locomover;
reconstruir pecas danificadas; adequar-se a condi¢Oes ambientais;
combater agressores externos ¢ manter uma unidade de funcionamento
integrado que poucas maquinas apresentam.

Tida como unidade morfofuncional do corpo, as células
corporais, segundo Sampaio (2013), correspondem a menor porgdo de
matéria viva capaz de atuar de maneira autdbnoma. Enquanto existem
organismos microscopicos formados por apenas uma unica célula; ha
animais ¢ plantas que s3o formados por muitos milhdes delas
organizadas em tecidos e 6rgdos. Responsaveis pela execucdo de todas
as fungdes vitais de um organismo e pela perpetuacdo da espécie, as
células acabam por constituir todos os sistemas fisioldgicos.

Dentre os sistemas fisiologicos existentes no corpo humano, o
sistema nervoso ¢ um dos que mais aguca a curiosidade cientifica, uma
vez que seu oOrgdo central, o cérebro, ¢ fascinante, enigmatico e
relativamente pouco conhecido. Segundo Araque e Navarrete (2010), o
cérebro pode ser entendido como sendo um conjunto de células
primorosamente organizadas em uma estrutura altamente refinada.
Subdividido em cinquenta e duas areas corticais, o cérebro, tem sua
citoarquitetura composta basicamente por neurdnios; células gliais e
fibras nervosas. Pesa aproximadamente 1,4 Kg; o que, segundo Bohler
et al (2010, p.12) representa 2% da massa corporal total de um ser
humano. Devido sua intensa atividade, este oOrgdo absorve
aproximadamente 20% do oxigénio que entra no organismo quando em
repouso, além de consumir 20% da glicose do organismo tendo, por ndo
criar reservas nutricionais e possuir elevada demanda metabolica, 2/3 de
sua glicose sendo renovada a cada minuto. Araque e Navarrete (2010)
reforcam ainda que a fungdo do cérebro no organismo animal é ser um
processador da informagdo recebida a partir do ambiente por meio de
sua atividade propria e, para a elaboragdo de diferentes respostas
biologicas executadas pelos diferentes 6rgaos efetores.

A maneira encontrada pelo sistema nervoso para se comunicar
com as mais diversas partes corporeas existentes chama-se sinapse.
Sinapse pode ser entendida como um espago existente entre um
neurdnio e outro, sendo importante para a modulagdo dos impulsos que
ai seguem. Heneine (2003, p. 220) coloca que existem varios tipos de
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sinapses, sendo que “em todo tipo de sinapse hd uma juncdo da parte
terminal de um ax6nio de uma célula pré-sinaptica, com os dendritos ou
a soma de uma célula pos-sinaptica” (HENEINE, 2003, p. 220). Ainda
segundo o mesmo autor, “a transmissao da informacao ¢ feita através de
um mediador quimico (na grande maioria das sinapses), ou através de
contato elétrico” (HENEINE, 2003, p.220). Ha ainda as sinapses ditas
mistas, onde temos a condugdo da informag¢do sendo realizada de modo
quimico e elétrico.

Durante muito tempo acreditou-se que a sinapse era uma
“conversa” restrita a dois neurdnios; contudo, hoje se sabe que este
fendmeno é muito mais complexo; envolvendo uma triade, no qual
também participa a célula glial astrocitaria - fendmeno este
popularmente conhecido como sinapse tripartite. Segundo Araque e
Navarrete (2010), numerosos estudos foram realizados acerca de tal
tematica durante os ultimos anos; e, por meio deles, pode-se acreditar na
existéncia de uma sinaliza¢do bidirecional entre astrocitos e neurdnios.
Wade et al (2001), por sua vez, corroboram com tal afirmacdo ao
salientarem que embora as células astrocitarias ndo possam provocar a
propagacdo de potenciais de acgdo, elas também podem se comunicar
fazendo isto de forma bidirecional com outros astrocitos e neurdnios
através da liberagdo de transmissores e da propagacdo de ondas de
calcio. Os autores ainda reforgam que a interacdo dos receptores de
membrana presentes nos astrocitos com o neurotransmissor glutamato
conduz imediatamente a uma elevacdo transitdoria nos niveis
intracelulares de célcio astrocitico, representando, deste modo, um dos
meios mais conhecidos de excitagdo em astrocitos. Como resposta a
elevacdo de calcio, os astrocitos acabam por responder a tal estimulo
liberando diferentes substincias neuroativas: os gliotransmissores. Os
gliotransmissores, por sua vez, sdo os responsaveis pela modulagdo da
transmissdo sinaptica, agindo tanto nos receptores pré como nos pos-
sinapticos.

Haja vista a complexidade do evento salienta-se a importancia da
realizagdo de mais estudos nesta area. Sendo assim, este trabalho foi
elaborado com objetivo de melhor entender a dindmica existente no
processo de sinapse tripartite que ocorre na transmissdo de informagdo
no cérebro humano, mensurando, para isso, a captagdo de ions calcio por
astrogliomas. A realizag@o deste trabalho procura englobar ndo somente
a visdo da engenharia quimica frente a um processo fisioldgico, mas na
realidade unir conhecimentos multidisciplinares; visando, deste modo,
construir um entendimento uniforme da tematica.
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O estudo de tal tematica ganha for¢a dada a dificuldade de
encontrar referéncias literarias; principalmente no que tange a dados
numéricos extraidos de metodologias experimentais. Reforcando a
relevancia de se realizar tal estudo, Goldberg et al (2010), lembram que
ainda hoje varios aspectos da sinalizacdo de calcio em astrocitos
permanecem por serem elucidados.






2. OBJETIVOS

A luz dos conhecimentos previamente explicitados delineou-se os
seguintes objetivos para este trabalho de pesquisa:

2.1 Objetivo Geral:

Mensurar a captagdo de calcio por astrogliomas a partir de um
estimulo glutamatérgico.

2.2 Objetivos Especificos:

-Observar se ao acrescentar glutamato em cultura de astrocitos
havera elevagao intracelular dos ions calcio, verificando, deste modo, o
envolvimento dos receptores glutamatérgicos;

- Elaborar um protocolo experimental para a aquisicdo dos
dados em equipamento de fluxo interrompido;

- Analisar a viabilidade do uso da metodologia escolhida para o
estudo proposto.






3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 CONCEITOS BASICOS

3.1.1 Células

Tal como o atomo € a unidade fundamental da matéria; a célula é
a unidade fundamental da vida. Alias, é a menor unidade da vida; e
como tal, precisa desempenhar varias fungdes para garantir sua
sobrevivéncia.

Composta basicamente por moléculas de agua; moléculas
organicas e inorganicas e envoltorio de membrana semipermeavel, a
maioria das células sdo invisiveis aos olhos humanos. Segundo Cardoso,
Matos e Costa (s.d), usualmente sdo classificadas em relagdo a sua
estrutura celular, podendo, portanto ser procariotas (pequenas e
apresentam estrutura simples) ou eucariotas (maiores € com o material
genético envolto por uma membrana que forma um Orgdo esférico
importante: o nucleo). “Apesar das muitas diferencas de aspecto e
funcdo, todas as células estdo envoltas pela membrana plasmatica; que
encerra uma substancia rica em dgua: o citoplasma” (SOUZA, 2000).

Carvalho e Pimentel (2007) destacam ainda que as células podem
apresentar estrutura e forma variadas, geralmente associadas a
especializagdes funcionais. A maioria das células, especialmente de
organismos vivos multicelulares, exibe forma fixa e tipica. Dentre as
células com forma fixa, existem aquelas em que a forma é regular: seja
esférica (6vulo); prismatica (células vegetais); ou irregular tipica
(neurodnios; astrocitos e as células caliciformes). A tabela a seguir
apresenta algumas das partes que compdem uma célula; e a figura
subsequente como estas partes se encontram dispersas nas células.



30

Tabela 1. Partes que compdem uma célula (continua).

PARTE CELULAR

FUNCAO

Nucleo

Orgdo mais importante. Esférico,
estd rodeado por uma membrana
dupla. Sua interagio com o
citoplasma acontece através de
orificios chamados poros nucleares.
Em seu interior tém-se as moléculas
de DNA e proteinas. E responsavel
pelo controle da sintese proteica no
citoplasma.

Citoplasma

Espago celular compreendido entre a
membrana plasmatica e a membrana
nuclear nos eucariotos. Regido onde
contém um fluido viscoso: o citosol.
E considerado um coloide, onde
estdo imersas as organelas celulares.

Citoesqueleto

Rede de filamentos proteicos do
citosol que se encarrega de manter a
estrutura e forma da célula. E
responsavel por muitos movimentos
celulares.

MitocoOndrias

Organelas produtoras de energia.

Reticulo endoplasmatico

Sistema de comunicacdo interna das
células  formado  por  varias
membranas. Pode ser rugoso (tem
por funcdo sintetizar proteinas) e
liso (sintetiza lipideos; colesterol e
hormonios esteroides; além de ser o
principal reservatorio de calcio das
células).
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Tabela 1. Partes que compdem uma célula (conclusio).

Tem por fungdo receber as
moléculas formadas no reticulo

Aparelho de Golgi endoplasmatico;  transformar e
dirigi-las para diferentes lugares da
célula.

Contém as reservas de enzimas
Lisossomo necessarias a digestdo celular de
varias moléculas indesejaveis.

E através dele que os aminoacidos
Ribossomo se conciliam para produzir as
proteinas.

Constituicdo do fuso aromatico
Centriolos durante o mecanismo de divisdo
celular; forma os cilios e flagelos.

Fonte: Diversas.

Figura 1. Componentes de uma célula.
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Fonte: Webciéncia (2011).

Aproximadamente 60% do peso de um adulto comum sao
representados por liquido (4gua e eletrolitos), ficando ele localizado ou
no espago intracelular, armazenando cerca de dois ter¢os do liquido
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corporal; ou no espago extracelular, sendo este dividido nos espacos
intravascular, intersticial e transcelular. (Smeltzer e Bare, 2005). Correa
(2000) ressalta que diante de tal porcentagem de dgua existente em seu
interior, a célula tem que dispor de sistemas que mantenham em
equilibrio essa quantidade, tendo, como principio elementar de
funcionamento, as relagdes das concentra¢des de ions e proteinas entre
0s meios extra e intracelular.

Os liquidos corporais sdo ricos em substancias quimicas ativas:
os eletrolitos. Estes por sua vez, sao formados por cations e anions. Os
principais cations nos liquidos corporais sdo os ions sdédio, potassio,
calcio, magnésio e hidrogénio; ja; os principais dnions sdo os ions
cloreto, bicarbonato, fosfato, sulfato e proteinato. A tabela a seguir,
demonstra que os principais eletrolitos no liquido intracelular (LIC) sdo
potassio e fosfato; por sua vez, os ions sodio, superam muito os outros
cations no liquido extracelular (LEC). A concentragdo de sddio ¢ maior
no LEC que no LIC, e, por causa disso, o sodio tende a entrar na célula
por difusdo. Segundo Smeltzer e Bare (2005), essa tendéncia é
contrabalanceada pela bomba de sodio e potassio, que se localiza na
membrana celular e movimenta ativamente o sédio da célula para dentro
do LEC.
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Figura 2. Conteudo aproximado dos principais eletrdlitos no liquido corporal.

[Eletralitos MEQ/L
Liguido extracelular
Cations
Sédio (Na) 142
Potassio (K) 5
Calcio (Ca**) 5
Magnésio (Mg**) 2
Total de cations 154
Anions
Cloreto (CT) 102
Bicarbonato (HCCxy) 26
Fosfato (HPO. ) 2
Sulfato (SO )
Acidos organicos 5
Proteinato 17
Total de anions 154

Liguido inzacelular

Cations

Potassio (K} 150
Magnésio (Mg**) 0
Sodio (Na") 0
Total de citions 200
Anions

Fosfatos e sulfatos 150
Bicarbonato (HCCy) 10
Proteinato 4
Total de dnions 200

Fonte: Smeltzer; Bare (2005).

3.1.2 Células do sistema nervoso

No sistema nervoso diferenciam-se basicamente duas linhagens
celulares: os neurdnios e as células da glia. Conceitualmente credita-se
ao neurdnio o titulo de unidade funcional basica do cérebro. Segundo
Vilela (s.d) os neurdnios sdo as células responsaveis pela recepcdo e
transmissdo dos estimulos do meio (interno e externo), possibilitando ao
organismo a execu¢do de respostas adequadas para a manutencdo da
homeostasia. O outro tipo de célula nervosa existente no sistema
nervoso, as células da neuroglia, ajudam na sustentacdo, protecdo e
nutricdo dos neurénios; além de estarem intimamente ligadas ao
processamento intelectual.

3.1.2.1 Neuronio

Existindo em diferentes formas e tamanhos, os neurdnios sdo as
células mais antigas e longas do corpo humano. De acordo com Chudler
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(s.d) sua constituicdo basica é semelhante a de outras células (figura 3);
uma vez que também estdo envoltos por uma membrana plasmatica;
possuem um nucleo com genes; citoplasma; mitocondrias; reticulo
endoplasmatico; além de apresentarem processo de producgdo de energia
e sintese de proteinas.

Figura 3. Constituintes de um neur6nio.
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Fonte: Portal Sdo Francisco (s.d)

Os neurdnios sdo células de origem ectodérmica; capazes de
transmitir sinais elétricos. A “Society for Neuroscience” (2008, p.06)
traz que se trata de uma célula especializada designada para transmitir
informacdo para outras células nervosas, musculos ou células
glandulares.

Para Antunes (2002, p. 01), a capacidade de conducdo elétrica
dos neurdnios se da pela passagem de correntes iOnicas através de poros
(canais) presentes em sua membrana. Estes poros possuem didmetro
variavel, apresentando um valor médio de 0,8 nm. Heneine (2003,
p-203), por sua vez, salienta que estes canais podem possuir tanto carga
positiva, quanto carga negativa, ou ainda serem destituidos de carga
elétrica. Ainda segundo a mesma fonte, a natureza da carga é o que
seleciona os ions: canais positivos repelem cations (+) e deixam passar
anions (-); j& os canais negativos, por sua vez, repelem &nions (-) e
deixam passar cations (+).

Hé ainda canais mais sofisticados que possuem, além da barreira
da carga, um ou dois “portdes” que se abrem sob comando. O canal de
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sodio (Na"), por exemplo, é deste tipo. Neste caso, o “portdo” fica
fechado durante o potencial de repouso e se abre durante o de agao.
Segundo Heneine (2003, p.203)

Nos canais com carga, ndo passam substincias
sem carga, porque esses canais estio sempre
ocupados. Ha também poros sem carga. Os canais
sem carga ndo devem ser considerados como um
orificio permanentemente aberto, ¢ sim como uma
flutuagdo mecanica de moléculas vicinais. Essas
moléculas se afastam pela pressao das substancias
que possuem passe livre através da membrana.

Para que seja possivel reunir e comunicar informagdes, o cérebro
dispde de aproximadamente 100 bilhdes neurdnios; células estas
responsaveis em conferir a coloragdo acinzentada ao cortex. Cada célula
neuronal ¢ constituida por um corpo celular (soma); um dendrito e um
axonio. Segundo Smeltezer e Bare (2005, p. 1927):

O dendrito ¢ uma estrutura do tipo ramificacdo
com sinapses para receber as mensagens
eletroquimicas. O ax6nio ¢ uma projecdo longa
que transporta os impulsos para longe do corpo
celular (envia os impulsos para outras células
nervosas). Ao corpo das células nervosas cabe
todas as atividades metabodlicas do neur6nio, além
de receber informagdes de outros neurdnios
vizinhos, através de conexdes sinapticas.

O tamanho ¢ a forma dos neurOnios sdo variaveis, mas
normalmente apresentam a mesma subdivisao.
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Figura 4. Neuronio.
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Fonte: Smeltzer; Bare (2005).

Até pouco tempo, ndo se acreditava que as células neuronais
pudessem se renovar. Atualmente sabe-se que assim como outras células
corporais, os neurénios também se “reproduzem”. A producao de novas
células no cérebro compete as células-tronco neurais. Para tal, elas se
dividem periodicamente em duas 4reas cerebrais principais: os
ventriculos e o hipocampo. Ao se proliferarem, as células-tronco neurais
originam outras células-tronco neurais e precursores neurais que, ao se
desenvolverem, podem tornar-se tanto neurénios como células de apoio
(células gliais).

Durante a formagdo humana, no inicio da embriogénese cerebral,
os neurdnios se deslocam livremente sendo guiados para percursos
gerais por instrugdes genéticas. Ha os neurdnios que ficam vagando; ha
os que sofrem divisdo; ha os que morrem e ha ainda os que se instalam
em seus sitios permanentes. Quando alocados em tais sitios, eles
estabelecem relagdes com neurdnios adjacentes e assim constroem uma
complexa rede de circuitos. “Uma vez instalados em seu lar final, os
neurdnios desenvolvem dendritos e axonios para se comunicarem com
outros dendritos ¢ axonios. Os tentaculos alastram-se na dire¢ao uns dos
outros, mas ndo se tocam, pois estdo separados por um pequeno
intervalo chamado de fenda sinaptica” (ALVARENGA, 2010).

A estrutura do neurénio normalmente reflete sua fun¢ao. Segundo
Castro (2006), as fungdes dependem basicamente da forma que o
neurdnio assume, além do tipo de conexdo que ele faz. Uma parte da
célula recebe sinais que chegam, enquanto outras geram sinais para
outros neurdnios. Os neurdénios sdo células excitaveis que pode
comunicar-se com: outros neurénios; musculos e glandulas; e seu fluxo
de informacgdes € sempre unidirecional.
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Segundo, a Enciclopédia Conhecer (2000, p. 25), “os neurdnios
ndo trabalham de forma isolada; muito pelo contrario, trabalham em
equipe, sendo justamente desta cooperagdo que surge toda a
complexidade do sistema nervoso, e, sobretudo de seu 6rgao principal, o
cérebro”. Através das células nervosas cerebrais, conseguimos a ligago
das vias motora e sensorial, 0 monitoramento dos processos do corpo,
resposta aos ambientes interno e externo, a manuten¢ao da homeostasia
e a dire¢do de toda a atividade psicoldgica, bioldgica e fisica por meio
de complexas mensagens quimicas e elétricas. (Smeltezer e Bare, 2005,
p. 1927).

3.1.2.2 Neuroglia

As células gliais, ou neuroglia, foram descritas pela primeira vez
em 1946 por Virchow, no qual acreditava que estas eram meramente
componentes de suporte estrutural para as células neuronais e,
consequentemente para o sistema nervoso. Anos mais tarde, porém,
técnicas mais apuradas de biologia celular comecgaram a conferir novo
status as chamadas células da glia.

Christante (2010, p.18) coloca que

Conforme sugere o proprio nome, o foco da
neurociéncia sempre esteve nos neuronios, células
responsaveis por originar e propagar impulsos
elétricos. Nos ultimos anos, porém, novas fung¢des
da glia emergiram, de tal forma que j& ndo ¢ mais
possivel ignorar sua importdncia para 0
funcionamento cerebral.

Atualmente, através de técnicas de imagem, descobriu-se que
estas células com formato de estrela desempenham fungdo de extrema
relevancia para o sistema nervoso, influenciando diretamente na
formagdo das sinapses e auxiliando a determinar quais conexdes neurais
se fortalecerdo ou enfraquecerdo com o tempo (Fields, 2002).

Hoje em dia o termo glia serve para designar cinco tipos de
células muito distintas que formam o sistema nervoso central; sendo que
delas, os astrocitos sdo os mais abundantes e conhecidos. Ha algumas
caracteristicas que sao cruciais para a diferenciag¢@o de células neuronais
e gliais. Entre estas se destacam a incapacidade das células da glia de
formarem contatos sindpticos e a habilidade de dividirem-se ao longo da
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vida (Raine, 1994, apud Antunes, 2002, p. 02). Além do fato de que a
membrana das células gliais ndo sdo excitaveis, possuem um potencial
de repouso mais negativo que os dos neurdnios; € maior permeabilidade
a fons potassio (K"). (Barres, 1991 apud Antunes, 2002, p. 03).

A neuroglia ¢ dividida em tr€s grupos principais: microglia (de
origem mesodérmica); a macréglia (de origem ectodérmica), composta
por astrécitos e oligodendrocitos; e, as células ependimarias (glia
radial), também de origem ectodérmica, responsaveis pelo revestimento
dos ventriculos cerebrais e do canal central da medula espinal. (Raine,
1998 apud, Antunes, 2002, p. 03).

Figura 5. Células gliais.

Microglia ' ' Cligodendroglia

Fonte: Machado (2000).

A micréglia corresponde a uma populagdo de células fagociticas
que sdo recrutadas apds lesdes, infecgdes, convulsdes e doengas
neurodegenerativas. Originadas de macrdéfagos, as células microgliais
permanecem quiescentes até que sejam mobilizadas por uma série de
situagdes adversas (infecgdes ou traumas) ¢ uma vez ativadas
desempenham func¢des semelhantes a macrofagos. (Chien e Vetter,
2005; Kandel e Squire, 2000 apud Arantes, 2009, p. 26).
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3.1.2.2.1 Astrocitos

Células gliais mais abundantes e com maior diversidade funcional
no cérebro, os astrocitos possuem uma capacidade altamente dindmica
de alterar seu fenotipo (plasticidade) no decorrer da vida (Shao e
McCarthy, 1994 apud Karl, 2000, p.13).

Encontradas no encéfalo e na medula espinhal; apresentam
prolongamentos que se estendem de um corpo central, e estdo em
contato com capilares; neurossomas; axonios; sinapses e outras células
gliais. Habitualmente sdo classificados em dois grupos: fibrosos
(localizados na substancia branca) e protoplasmaticos (localizados na
substancia cinzenta). Contudo, Ninnerjahn (2009), ressalta que se tém
ainda os astrécitos radiais que compreendem as células de Miiller na
retina e a glia de Bergmann no cerebelo; os astrocitos velados que
compdem o bulbo olfativo e o cerebelo; bem como tipos especiais de
astrocitos encontrados exclusivamente em certas espécies, tal como os
astrocitos interlaminares presentes no cortex de primatas superiores.

Atualmente, segundo Nardin (2006, p.10), a estimativa € que
cada astrocito possa fazer contato com até 140 mil sinapses e, da mesma
forma, retornar o sinal para multiplas sinapses (Allen e Barres, 2005
apud Nardin, 2006, p.10). Trata-se de células excitaveis que contribuem,
além de tudo, para plasticidade neuronal, uma vez que podem responder
a mudangas do meio extracelular. Para Christante (2010, p. 21) um
cérebro sem astrocitos ndo funcionaria bem, uma vez que “eles
participam ativamente da formacao, diferenciacdo e funcionamento das
sinapses em todas as fases do desenvolvimento cerebral”
(CHRISTANTE, 2010, p. 21).






4. COMUNICAGAO CELULAR

Em organismos multicelulares, ¢ essencial que as células se
comuniquem, possibilitando, deste modo, a¢des coordenadas.
(Fernandes, 2004). A comunicac¢do celular envolve pelo menos duas
células: a que libera a molécula sinalizadora e a que tem receptores
especificos para a molécula sinalizadora liberada. Fernandes (2004)
ressalta que essa comunica¢do se da através de moléculas que uma
determinada célula produz e coloca no meio extracelular para serem
entdo percebidas pelas outras células.

Para Furlan (s.d)

Uma célula ndo pode responder a um sinal
quimico se ela ndo contém o receptor apropriado
para aquele sinal. Um mesmo sinalizador pode ter
subtipos diferentes de receptores em diferentes
células-alvo. A resposta da célula-alvo ao
sinalizador depende do subtipo de receptor e da
natureza funcional da célula.

A partir da meia vida da célula e de quais células possuem
receptores para determinado sinal, pode-se chegar a diferentes
modalidades de sinalizacdo, conforme pode ser visto na tabela 2.
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Tabela 2. Modalidades de sinalizagdo celular (continua)

TIPO DE SINALIZACAO

DESCRICAO

Paracrina

Molécula sinalizadora tem vida curta
e o0s receptores estdo em células
proximas. Neste caso, a molécula
sinalizadora é chamada de mediador
local.

Autdcrina

Molécula sinalizadora tem vida curta
e o receptor estd na propria célula
que emitiu o sinal.

Dependentes de contato

Molécula  sinalizadora ndo ¢
secretada, ficando exposta na
superficie da célula sinalizadora.
Compete a célula-alvo estabelecer
contato para que o receptor possa se
ligar.

Enddcrina

Molécula sinalizadora tem vida
longa. E langada na corrente
sanguinea ¢ vai atingir células-alvo
em locais distantes. Neste caso, a
molécula sinalizadora recebe o nome
de hormonios.

Neuronal

Caso especial de sinalizagdo entre
células. Neste caso, a molécula
sinalizadora (neurotransmissor) viaja
grandes distdncias, mas ndo pela
corrente  sanguinea ou  meio
extracelular; e sim dentro dos
prolongamentos  celulares  dos
neurdnios, indo atingir as células-
alvo longe do corpo celular do
neurénio que emitiu o sinal, mas
proximo do axdnio onde a molécula
sinalizadora foi secretada.

Fonte: Fernandes (2004).
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Fernandes (2004) alerta ainda que quando o receptor celular
recebe a molécula sinalizadora, ele invariavelmente muda sua
conformagdo; sendo justamente esta mudanga conformacional a grande
responsavel pelo repasse da informacao.

4.1 SINAPSE

“A principal via de comunicacdo entre os neurénios sdo as
sinapses”. (LENZ, 1996, p. 3). Sinapse pode ser entendida como espago
existente entre um neurénio e outro, sendo importante para a modulagao
dos impulsos que ai seguem. As sinapses atuam de forma seletiva na
transmissdo do impulso nervoso, além de direcionar cada um desses
impulsos para o local de atuag@o.

Em condi¢cdes normais duas células nervosas se associam
estabelecendo contato entre o dendrito de uma e o axdnio de outra.
Quando ocorre tal comunicagdo, as duas células nervosas ndo se tocam
verdadeiramente; sendo a distdncia que as separa, correspondente a
quinquagésima milésima parte de um milimetro.

Heneine (2003, p. 220) coloca que existem varios tipos de
sinapses, sendo que “em todo tipo de sinapse ha uma jungdo (FIGURA
6) da parte terminal de um axdonio de uma célula pré-sindptica, com os
dendritos ou a soma de uma célula pos-sindptica”. (HENEINE, 2003, p.
220). A transmissdo da informacdo ¢é feita através de um mediador
quimico (na grande maioria das sinapses), ou através de contato elétrico.
Heneine (2003, p.220) lembra que existem ainda as sinapses mistas,
onde temos a condug¢@o quimica e elétrica.

Figura 6. Sinapses quimica e elétrica.
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Fonte: Heneine (2003).

Segundo a “Society for Neuroscience” (2008, p.06) em uma
sinapse, o sinal neuronal é transmitido por impulsos elétricos ao longo
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de seus axdnios; sendo que um dos fatores envolvidos na determinagao
da velocidade do processamento do sinal é a presenga ou ndo de uma
camada gordurosa sobre os ax6nios: a bainha de mielina.

Ainda segundo a mesma fonte, o impulso nervoso, conforme ja
comentado, envolve a abertura e fechamento de canais i0nicos, que
possuem permeabilidade seletiva. E atraves deles que os ions devem
passar para entrar ou sair da molécula. O fluxo destes ions acaba por
criar uma corrente elétrica que produz pequenas variacdes de tensdo
através da membrana celular do neurénio.

A capacidade de um neurdnio para gerar um

impulso elétrico
dependera de uma diferenga de carga entre o
interior e 0 exterior

da célula. O potencial de agdo, por sua vez passara
ao longo da membrana do axdénio a uma
velocidade de até varias
centenas de quilometros por hora. Desta forma,
um neurénio pode ser capaz de disparar
impulsos varias vezes a cada segundo. (“Society
for Neuroscience”, 2008, p.06).

Ao atingir o fim de um axdnio, estas variagdes de tensdo podem
desencadear a liberacdo de neurotransmissores, mensageiros quimicos
do cérebro. Os neurotransmissores sdo liberados em terminais nervosos,
e difundidos em todo o espago intrasinaptico até se ligarem a receptores
especificos presentes na superficie da membrana pos-sindptica. Esses
receptores agem como interruptores para a proxima célula. Cada
receptor tem um mensageiro quimico particular. Assim como no modelo
enzimatico conhecido como ‘“chave-fechadura”, eles funcionam somente
quando determinado neurotransmissor encaixa em determinado receptor.

Segundo Bohler et al (2010) no total, o cérebro abriga cerca de
dez trilhdes de sinapses, que permitem a cada neurénio se conectar a
outros dez mil de seus companheiros. Os neurénios que nao estdo em
contato direto uns com o0s outros, recorrem a intermediarios, que sdo as
moléculas quimicas chamadas de neurotransmissores; para transmitir o
impulso nervoso na dire¢do dos neurdnios vizinhos.

Conforme comentado, dois sdo os principais tipos de sinapses,
podendo ser classificadas em quimicas (transmissdo de informagdes
entre duas células através de wuma substincia quimica -
neurotransmissores) e elétricas (transferéncia de corrente idnica e



45

metabolitos entre duas células acopladas). Contudo, neste trabalho
abordar-se-a somente a sinapse quimica; uma vez que este € o tipo de
sinapse envolvido na sinalizacdo celular por célcio.

4.1.1 Sinapse Quimica

Para se abordar tal tematica, considerar-se-a aqui o modelo basico
de sinapse quimica, onde se tem um neurdnio pré e um pos-sinaptico
separados fisicamente por um espago denominado fenda sinaptica. Nesta
modalidade de transmissdo de informacdo para que a mensagem possa
se propagar de um neur6nio a outro, se faz necessario a participacao de
moléculas intermediarias: os neurotransmissores. Apos a liberacao dos
neurotransmissores para a fenda, parte destas moléculas transmissoras
vao acoplar/interagir com receptores presentes na membrana do
neurdnio poés-sinaptico; e, outra parte delas vao interagir com os
astrocitos; uma vez que estas células estreladas também possuem
receptores de membrana.

Figura 7. Representacdo de uma sinapse quimica.

Sinapse quimica

Fonte: Purves (2002).

O inicio deste modelo de transmissdo de informacdo se da ao
haver a chegada de um impulso nervoso em um botdo pré-sinaptico.
Como resposta a este estimulo, canais de so6dio presentes na membrana
deste neurénio irdo abrir ocasionando a despolarizagdo de toda a
membrana pré-sinaptica; o que acaba por gerar uma mudanca
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conformacional na membrana neuronal, que, por sua vez, gerara a
abertura de canais voltagem-dependentes de calcio, fazendo com que o
calcio que esta presente no liquido extracelular entre na célula. Uma vez
dentro da célula, os ions cdalcio irdo interagir com a membrana de
vesiculas sinapticas que se localizam no interior da célula. (Lopes et al,
1999).

As vesiculas sindpticas sdo  estruturas repletas de
neurotransmissores, substdncia esta necessaria para que a mensagem
possa ser propagada até o proximo neurdnio. Para que as vesiculas
liberem tais substincias € necessario haver a ag@o de trés proteinas
SNARE: sintaxinas; SNAP-25 ¢ as sinaptobrevinas (Merlo et al, 2011,
p.161). Além destas proteinas hd ainda a participacdo de proteinas
reguladoras adicionais, cuja fungdo é aumentar a precisdo da exocitose.
Dentre estas proteinas reguladoras destaca-se a proteina sinapsina; uma
vez que ela esta envolvida na formag¢do do “pool” de reserva de
vesiculas requeridas para a transmissdo sinaptica. Contudo, Oliveira
(2007) lembra que para que isto ocorra faz-se necessario que haja a
fosforilacdo desta proteina; sendo este processo dependente da entrada
dos ions calcio na célula. Em outras palavras somente quando ha a
fosforilagdo das sinapsinas é que as vesiculas poderdo se movimentar
em diregdo a membrana neuronal para fusdo e liberacdo dos
transmissores.

Guyton e Hall (2006, p.560) salientam que a quantidade de
neurotransmissor que sera liberado € proporcional a quantidade de
calcio que entra na célula pré-sinaptica; sendo que uma vez liberado, o
neurotransmissor devera se difundir menos de 100 nm para atingir a
célula alvo (receptores especificos presentes na membrana pos-
sinaptica); processo este que ocorre em menos de um milissegundo.

Oliveira (1994, p. 27) por sua vez lembra que uma vez na fenda
sinaptica, o neurotransmissor pode ter varios destinos, sendo a interagao
com o receptor na membrana pos-sindptica apenas uma dentre as varias
possibilidades. Dentre os diferentes fins que a substancia transmissora
liberada pode ter, ainda segundo a mesma fonte, destaca-se: a) poder
difundir-se para fora e ser carreado pela circulagdo local; b) poder sofrer
ataque por enzimas extracelulares, degradando-as; c) poder ser
recapturado e bombeado de volta para o terminal pré-sinaptico para ser
reutilizado; d) ou, poder ligar-se a receptores pré ou pds-sinapticos
dando inicio a sucessdo de eventos que culminam com o aparecimento
de um potencial pos-sinaptico excitatorio ou inibitério, com alteragdo do
processo de liberagdo ou secre¢do de um hormonio.



47

Uma vez ligado ao receptor, a célula pds-sinaptica reage abrindo
determinados canais de membrana; podendo basicamente ser canais de
sodio (gerara despolarizacdo na célula pds-sinaptica) ou canais de
potassio ou cloro (gerara hiperpolarizacdo na célula). Heneine (2003,
p.220) e “Sanofi Aventis” (2007) corroboram ao afirmarem que se o
neurotransmissor envolvido neste processo for, por exemplo, o
glutamato, havera abertura dos canais de calcio e consequente
despolarizacdo da membrana da célula pos-sinaptica. A propagacdo da
despolarizacdo na célula pos-sinaptica acaba por disparar um potencial
de acdo na membrana adjacente; fazendo com que, deste modo, haja a
propagacdo da mensagem.

Faz-se necessdrio aqui ressaltar, conforme previamente
comentado, que além de interagir com o neurénio poOs-sindptico, o
neurotransmissor € 0 ATP liberados durante uma sinapse irdo interagir
também com os astrocitos. Os astrocitos, do mesmo modo que os
neurdnios possuem receptores de membrana, que uma vez ativados
permitirdo que haja influxo de calcio do liquido extracelular para o
citoplasma destas células. Deste modo, tem-se inicio o fendmeno de
dissipagdo de ondas de calcio entre astrocitos e consequente participagao
desta célula na transmissdo de informagao; constituindo-se, deste modo,
o que se denomina de sinapse tripartite (assunto este que serd abordado
mais adiante).

4.1.2 Sinapse Quimica Glutamatérgica

Desde a década de 50, as ag¢les excitatorias do glutamato séo
conhecidas. Seu envolvimento direto com o desenvolvimento neural, a
plasticidade sinaptica, o aprendizado, a memoria, o dano neuronal pos-
isquemia ou hipoglicemia, a epilepsia e outras doengas
neurodegenerativas constantemente vem sendo estudados. Segundo
Carobrez (2003, p. 53) apesar da estimativa de que aproximadamente 50
bilhdes de neurdnios teriam capacidade para produzir o glutamato,
somente nos anos 70 ficou comprovado seu papel como transmissor
quimico.

Com niveis neurais altos (10 mM) e constantes, este aminoacido
esta envolvido em varios processos bioquimicos. No que se refere a suas
acoes especificas como neurotransmissor, o glutamato ¢ sintetizado nos
terminais pré-sinapticos, a partir da glutamina, devido a ac¢do da enzima
glutaminase. Entretanto, também pode provir do o-cetoglutarato, via
glutamato  desidrogenase e  a-cetoglutarato  aminotransferase.
(Schousboe et al, 1997 apud Martini, 2006, p. 08). O glutamato
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sintetizado é armazenado, acoplado a um H'-ATPase (V-ATPase), num
“pool” vesicular através da atividade de transportadores vesiculares
independentes de Na® (Fykse e Fonnum, 1996 apud Martini, 2006, p.
09). Quando um impulso nervoso chega ao terminal pré-sinaptico ocorre
despolarizacdo dos terminais liberando o glutamato presente nas
vesiculas para fenda sindptica por exocitose dependente da concentragéo
de calcio citosdlico (Nicholls e ATwell, 1990 apud Martini, 2006, p.
09). Uma vez na fenda o glutamato comega a interagir com seus
receptores na membrana pds e também nas membranas gliais (FIGURA
8).

Figura 8. Representagdo esquematica de uma sinapse glutamatérgica.
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A figura 8 ilustra a liberagdo de glutamato para fenda sinaptica apds a chegada
de um impulso nervoso. Uma vez na fenda tal neurotransmissor comegara a
interagir com seus receptores (GluRs) localizados nas membranas pos-
sinapticas e também nas membranas gliais, como ilustra a figura acima. Pode-se
observar os receptores AMPA, NMDA e mGluR; além dos transportadores
EAATI, EAAT2 e EAAT4 capturando o glutamato extracelular. Adaptado de:
Basic Neurochemistry (2006).

Convém ressaltar que os receptores glutamatérgicos controlam a
maioria das a¢des do glutamato no sistema nervoso central, fato este que
também sera discutido posteriormente.
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4.1.3 Sinapse Tripartite

Sinapse em trés partes (tripartite) pode ser entendida como sendo
uma sinapse onde se tem trés protagonistas envolvidos no evento: os
neurénios pré e pos-sinapticos e a célula glial. Até certo tempo,
acreditava-se que as sinapses eram reduzidas a uma ‘“conversa”
envolvendo somente dois neurdnios; contudo, atualmente sabe-se que na
realidade o que ocorre ¢ uma conversa em tridngulo do qual também
participa o astrocito.

Este fendomeno, conforme pode ser visto na figura seguinte,
envolve: o axdnio do neurénio pré-sinaptico liberando transmissores
para ativar ou inibir a atividade de um neur6nio pos-sinaptico. Contudo,
o neurotransmissor liberado pelo neurdnio emissor da mensagem
interage ndo s6 com os receptores de membrana no neurdénio pos-
sinaptico, como também com os receptores de membrana presentes nos
astrocitos. Segundo Nimmerjahn (2009) “os astrocitos expressam uma
grande variedade de receptores que lhes permite perceber as alteracdes
na composi¢do do fluido extracelular. Muitos hormonios diferentes e
transmissores, incluindo glutamato e ATP, estimulam a elevagdo de
calcio” (FIACCO & MCCARTHY, 2006 apud NIMMERJAHN, 2009).

Figura 9. Sinapse Tripartite.
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Adaptado de: Allen e Barres (2009).
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Normalmente, ao se abordar a sinapse tripartite, acaba-se por
trabalhar com transmissdo glutamatérgica; uma vez que o glutamato é o
neurotransmissor excitatorio mais comumente empregado nas sinapses.
Neste caso, “(...) quando o glutamato ¢ liberado na fenda sinaptica, parte
dele interagirda com receptores no neurdénio poOs-sinaptico e parte
interagird com os receptores presentes na membrana dos astrocitos”
(WADE et al, 2001). Segundo Vieira, Souza e Kapczinski (2002, p.
198), quando em contato com os receptores dos astrocitos, o glutamato
gera uma despolarizagdo na célula; o que acaba por induzir a um
aumento nos niveis de calcio intracelular; uma vez que, assim como nos
neurdnios, a despolarizacdo astrocitaria acaba ativando os canais de
calcio presentes na membrana, permitindo, deste modo, que haja influxo
de calcio para estas células. Este fendmeno ¢ popularmente chamado de
“ondas de célcio”.

Segundo Nardin (2006, p.10) a extensdo do sinal de calcio
astrocistico intracelular estd diretamente ligada ao nivel de atividade
sinaptica; ou seja; em baixos niveis de atividade sinaptica, o sinal de
calcio permanece espacialmente restrito a um processo astrocistico e em
altos niveis de atividade sinaptica, o sinal de calcio se propaga para
outros processos astrocisticos em contato com diferentes neurdnios,
astrocitos, microglia ou células endoteliais (Fellin e Carmignoto, 2004
apud Nardin, 2006, p.11). Duas sdo as hipoteses mais aceitas atualmente
para explicar a dissipacdo de tais ondas; conteudo este que sera
abordado mais adiante por este trabalho.

4.2 COMPONENTES ENVOLVIDOS NA SINAPSE TRIPARTITE

Elementos quimicos estdo presentes em grande parte dos lugares;
incluindo, portanto, como ndo poderia deixar de ser, também os seres
vivos e seus processos bioquimicos. Varios sdo os elementos quimicos
envolvidos na génese do processamento de informacdo, contudo, na
sinapse tripartite dois deles ganham especial destaque: o calcio ¢ o
glutamato.

O 4cido glutamico; ou simplesmente glutamato; ¢ um dos
aminoacidos que compdem as proteinas dos seres vivos. De formula
molecular CsHyNO4 e massa molar de 147,13 g/mol, o glutamato
desempenha importante papel na transmissdo rapida, cognigdo,
memoria, movimento e sensagdo. Ja o célcio, por sua vez, foi isolado
pela primeira vez no ano de 1808 pelo quimico britdnico Humphry
Davy, sendo este processo conseguido através da eletrolise de uma
amalgama de mercurio e cal. Trata-se de um ion metélico que atua como
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segundo mensageiro nas células e controla uma grande variedade de
fungoes celulares.

4.2.1 Tons calcio

O célcio ¢ o quinto mineral mais abundante no organismo,
atingindo de 1,5 a 2,0% da massa corpérea. Segundo Franco (2006,
p.232), este mineral tem intmeras fungdes para o organismo humano,
estando envolvido desde a ativagdo de enzimas, como, por exemplo, a
adenosina trifosfatase (ATPase); até a manutencdo da normalidade
metabolica e ativagdo de diversos processos metabolicos; como a
transmissao de sinais nas células nervosas.

Segundo Pimentel (2003, p.02), a concentracdo extracelular de
calcio ¢ de aproximadamente 5M; ja a concentracdo intracelular oscila
entre 0,1 e 10 uM. “Apesar do estabelecimento deste gradiente
eletroquimico transmembranar favoravel, o célcio tem sua entrada na
célula restringida, uma vez que este processo ¢ mediado por canais e
transportadores especificos existentes na membrana plasmatica celular”
(PIMENTEL, 2003, p.02).

Varios sdo os canais de calcio existentes, sendo que os canais dos
tipos N, P, Q e R, sdo os que se localizam especificamente nos terminais
pré-sindpticos e apresentam como fungdo primordial a liberagdo de
neurotransmissores. Fisiologicamente trata-se de canais que sdo ativados
por uma forte despolarizacdo; e apresentam inativacdo lenta. De acordo
com Pimentel (2003, p.05) “os canais de calcio dos tipos N, P, Q e R
acoplam os potenciais de acdo a liberacdo de neurotransmissores,
processo este que requer concentragdes citoplasmaticas de calcio entre
10 e 100 uM” (PIMENTEL, 2003, p.05).

O influxo de calcio através dos canais tipos N, P, Q ¢ R ¢ um
passo chave para que haja a liberacdo de neurotransmissores dos
terminais pré-sindpticos; sendo ele responsavel pela ativagdo da
sintaxina 1, a qual medeia a ancoragem das vesiculas, sua fusdo com a
membrana pré-sinaptica e a liberacdo dos neurotransmissores. Pimentel
(2003, p.05) ressalta ainda que a atividade dos canais ¢ modulada néo s6
pela sintaxina 1 como também pela inibi¢ao pela proteina G.

Para que a concentracdo de calcio no sangue e no fluido
extracelular seja mantida, ao longo da evolucao se produziu um sensor
de célcio como componente do sistema responsavel pela homeostasia do
calcio. Segundo Pimentel (2003, p.09) o receptor extracelular sensivel
ao calcio é uma proteina G que contém sete hélices hidrofobicas
ancoradas na membrana plasmatica. Além disso, possui uma cauda
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citosélica ¢ um dominio extracelular que interage com o calcio
extracelular.

O sensor de calcio existe em varias células, incluindo as células
da paratiredide e tiredide, células do rim e mucosa intestinal,
osteoblastos e, os neur6nios. Segundo Pimentel (2003, p.10) o sensor de
calcio das células musculares, contém calmodulina, sendo que a ligagdo
do ion calcio a calmodulina induzira mudan¢as conformacionais e a
ativacdo da proteina, permitindo que ela estimule ou inative uma
variedade de enzimas. Ja4 no que concerne os sensores de calcio das
células nervosas, destaca-se, por exemplo, o sensor-1 neuronal de calcio
(NCS-1). De acordo com Souza (2007) trata-se da proteina
evolutivamente mais antiga da superfamilia das EF-hands, um grupo de
proteinas que pode se ligar ao céalcio. NCS-1 apresenta diversas fungoes,
como inibir a dessensibilizagdo do receptor dopaminérgico D2 e ativar
PI4K que, por exemplo, medeia a dessensibilizagdo do receptor
dopaminérgico D2, pois leva a inibi¢do (mediada pelo AMPc) do
receptor D2, apos estimulagdo dopaminérgica. Pimentel (2003, p.10)
ressalta ainda que nos neurénios do estriado, os NCS-1 e os receptores
D2 localizam-se ambos proximos das reservas intracelulares de célcio.
A interacdo do receptor D2-NCS-1 parece acoplar as vias sinalizadoras
de calcio e de dopamina, exercendo, portanto, um papel fundamental na
regulacdo da sinalizacdo dopaminérgica em cérebros normais e doentes.

Fernandes (2004) destaca que a concentra¢do intracelular de
calcio ¢ mantida baixa por varios mecanismos, como trocadores i0nicos
e ATPases calcio dependentes presentes na membrana plasmatica e na
membrana do reticulo endoplasmatico, ou também por transporte ativo
da membrana mitocondrial interna ou proteinas que se ligam ao célcio
no citosol; logo, o célcio que entra na célula nervosa para liberacao dos
neurotransmissores devera deixa-la, uma vez que o nivel homeostatico
deve ser mantido. Fernandes (2004) coloca ainda que como qualquer
outro mensageiro, a concentracdo de cdlcio tem de baixar rapido para
que a célula esteja pronta a perceber o proximo sinal. Assim, o calcio
deve ser rapidamente expulso do citosol através de varias vias de escape
distribuidas na célula. O célcio tanto pode ser expulso para fora da
célula, como pode se esconder no reticulo endoplasmatico e mitocondria
ou mesmo desaparecer ao se associar a uma proteina citosolica.

Fernandes (2004) lembra que para que a diferenca de
concentracdo de cdlcio existente entre o liquido extracelular e o liquido
intracelular se  mantenha, varios mecanismos  funcionam
permanentemente:
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1) Na membrana plasmatica, hd uma proteina trocadora de
calcio por sodio que usa a energia do gradiente do sodio
gerado pela bomba de sédio/potassio para colocar calcio
para fora. Além desta, hd uma outra bomba de calcio na
membrana plasmatica que hidrolisa ATP para obter a
energia necessaria e proteinas ligadoras de calcio no
citoplasma que tornam o ion indisponivel pra outras
reagoes.

2)  Quando o pico de célcio aparece devido a sinalizagdo, para
voltar as concentragdes de origem, além das bombas de
membranas, entra em funcionamento a bomba de calcio do
reticulo endoplasmatico (bomba de calcio ATPase
sarcoendoplasmaticas - SERCA) que recolhe o calcio
liberado. Se ocorrer problema neste mecanismo, a
mitocondria entra em acdo e passa a bombear calcio
(bomba de calcio ATPase) para o seu interior, deixando
temporariamente de produzir ATP. Segundo Terashima et
al (2012) a bomba de célcio existente na membrana interna
da mitocondria se utiliza do gradiente de prétons para
bombear calcio. Ainda segundo a mesma fonte, a captacao
de calcio pela mitocondria exerce dois papéis funcionais:
um relacionado ao metabolismo energético da organela e
outro associado a homeostase e sinalizagdo de calcio
celular. Outros mecanismos envolvidos na protecdo das
células e manutencdo da homeostasia s3o os canais
receptores IP3 (liberam calcio de estoques intracelulares) e
canais receptores rianodinicos (RyR) — canal de liberagdo
de célcio encontrado em organelas intracelulares.

4.2.2 Glutamato

O 4cido glutdmico é um aminoacido ndo essencial extremamente
importante para o metabolismo em seres humanos. No que tange a area
da neurociéncia, trata-se do principal neurotransmissor excitatdrio do
sistema nervoso central de mamiferos. Desempenhando importante
papel na plasticidade e neurotoxicidade; tem no cérebro sua acdo
mediada por um grupo de receptores presentes ndo sé em neurdnios
como também em células gliais.

Danbolt (2001 apud Thomazi, 2009, p.03) lembra que em
condig¢des fisioldgicas, a concentragdo de glutamato na fenda sinéptica é
de £ 1-2 pM; 10 uM no liquor; 2 mM no citoplasma das células
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astrocitarios; 10 mM no citoplasma das células neuronais ¢ 100 mM nas
vesiculas sinapticas.

Segundo Barboza (2007, p.22) o glutamato pode ser liberado num
processo sinaptico de duas maneiras: via exocitose de vesiculas
carregadas com o neurotransmissor ¢ que depende de ions calcio
(Sanchez-Pietro et al, 1987 apud Barboza, 2007, p.22) e via calcio
independente que ocorre pela reversdao do transportador de membrana de
alta afinidade, liberando glutamato do pool citoplasmatico (Romano-
silva et al, 1994 apud Barboza, 2007, p.22).

Thomazi (2009) por fim ressalta que a concentragdo de
glutamato na sinapse no periodo pré-liberagdo é de 2-5 pmol/L, podendo
chegar a 5-100 umol/L depois da despolarizacao.

Para que haja um perfeito equilibrio sistémico ¢ manutengdo da
atividade normal do sistema nervoso, a quantidade de glutamato
circulante deve ser sempre mantida. Segundo Heneine (2003, p. 220)
caso haja excesso de glutamato disponivel na sinapse ocorrera um
fenomeno de despolarizagdo; uma vez que ocasionara o fluxo constante
de ions positivos para dentro da célula. Esta despolarizacdo ativa canais
de calcio de voltagem que permite ao Ca®" fora do neurénio entrar na
célula. O sistema nervoso controla o nivel de glutamato para evitar
excitotoxicidade através de trés mecanismos: recaptagdo; quebra e
inibi¢3o.
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Tabela 3. Mecanismos controladores do nivel de glutamato

MECANISMO DESCRICAO

Quando o glutamato ¢ liberado
dentro da fenda sinaptica, ele ¢
imediatamente absorvido pela célula
pos-sinaptica. Para evitar
excitotoxicidade da célula pos-
sinaptica, a célula pré-sinaptica
retorna para dentro do seu axdnio
todo o excesso de glutamato nao
utilizado pela célula pos-sinaptica. O
excesso de glutamato pode também
ser capturado pelos astrocitos
adjacentes.

RECAPTACAO

Uma vez que o excesso de glutamato
seja reintroduzido dentro da célula
pré-sinaptica, ¢ importante evitar a
excitotoxicidade desta célula. Isto €
levado adiante por uma enzima
chamada Glutamato desidrogenase
(GDH). A GDH ¢ encontrada nas
terminagdes do axdnio e decompde o
glutamato instantaneamente em uma
forma inativa.

QUEBRA

O mecanismo de inibi¢do € mais
- genérico. Para controlar a atividade
INIBICAO do glutamato, este envolve a
utilizagdo de neurotransmissores
inibitorios, como GABA e glicina.

Fonte: Sanofi-Aventis (2007).

Conforme  comentado, controlar os niveis  deste
neurotransmissor na fenda sinaptica ¢ fundamental para prevencdo da
excitotoxicidade neuronal, ocasionada por insultos agudos no cérebro
(traumas; doencas neurologicas, etc). Nestes casos, os astrocitos, além
dos neurénios, desempenham importante papel na remocdo do
glutamato do meio extracelular, uma vez que apresenta em suas
membranas uma familia de proteinas transportadoras especificas para
esta molécula (Sims e Robinson, 1999 apud Antunes, 2002, p.13).

A rota percorrida pelo glutamato ¢ uma das mais longas do
cérebro (Figura 10).
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Figura 10. Rota cerebral do glutamato.
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Fonte: Pliska (2004).

Pliszka (2004) ressalta que na rota um da figura, pode-se observar
que

Os corpos celulares originam-se no cortex e os
axonios descem pela capsula interna (fenda entre
o putamen e o caudado). Os ax6nios continuam a
sua descida e, entdo, ramificam-se para a ponte e
para o nucleo rubro no tronco cerebral. Ali, eles
excitam os neurdnios motores que governam uma
ampla variedade de musculos. No tronco cerebral,
esses axonios cruzam para o outro lado do corpo
(decussagdo), depois prosseguem para a espinha
dorsal. Em cada nivel da espinha dorsal, eles
excitam neurénios motores que fazem com que os
musculos contraiam-se.

Ainda segundo a mesma fonte, a rota dois, por sua vez, €
igualmente importante no controle do comportamento motor. Aqui se
pode observar que corpos celulares, também originados no cortex,
projetam-se para o neoestriado (caudado e putamen). A rota trés projeta-
se do cortex pré-frontal para o estriado ventral; sendo fundamental para
o sistema limbico e os comportamentos relacionados aos estimulos
recompensatorios. Por fim, a rota de nimero quatro mostra uma “al¢a
motora” excitatoria entre o cortex e o talamo.
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4.2.2.1 Receptores de glutamato

Os receptores glutamatérgicos estdo amplamente distribuidos no
sistema nervoso central, onde estdo envolvidos em uma variedade de
processos durante o desenvolvimento das células nervosas, incluindo
proliferagdo, migracdo e plasticidade sinaptica (McDonald e Johnston,
1990 apud Antunes, 2002, p.13). Segundo “Sanofi Aventis” (2007)
“existem trés tipos de receptores de glutamato nos dendritos dos
neurdnios; sendo que todos eles juntam-se ao glutamato e carregam o
impulso nervoso”. A expressdo dos diferentes tipos de receptores
apresenta uma variagdo regional e de desenvolvimento bastante
especifico, indicando que estes podem exercer fungdes variadas quanto
ao desenvolvimento e modulacido do sistema nervoso central.

Os receptores glutamatérgicos podem ser classificados em
ionotropicos ou metabotrdpicos dependendo de diferengas existentes em
sua estrutura molecular, mecanismos de transdugdo ativados e/ou
propriedades farmacoldgicas.

Os receptores glutamatérgicos metabotropicos (mGIluR)
constituem um grupo de receptores ligados a proteinas G. O glutamato,
ao ligar-se nestes receptores, ativam uma proteina G que pode ativar ou
inibir a adenilato ciclase ou estimular a fosfolipase C, regulando a
sintese de diferentes mediadores intracelulares (IP3, AMPc ou GMPc).
Além destes, ha também os receptores associados a canais catidnicos
denominados ionotrépicos (iGluR), classificados em dois grupos:
receptores NMDA e os ndo NMDA (AMPA e cainato). Em uma mesma
sinapse, em geral, encontram-se os trés tipos de receptores ionotropicos
onde estdo envolvidos na amplia¢do do sinal glutamatérgico (Cotman et
al, 1995 apud Antunes, 2002, p.13 ).

4.2.2.2 Transportadores de glutamato

Os astrocitos sdo as principais células do sistema nervoso central
responsaveis pela captacdo de glutamato apos a liberagdo deste pelos
neurdnios. Isto porque este ¢ o grupo de células que mantém a
homeostase do meio extracelular evitando, assim, eventos de
excitotoxicidade (Gegelashvili et al, 1997 apud Antunes, 2002, p.15).

Segundo Antunes (2002, p. 15) captar glutamato extracelular so6 é
possivel porque os astrocitos expressam em sua membrana uma série de
moléculas transportadoras deste neurotransmissor. Sathler (2012), por
sua vez, coloca este transporte € realizado por proteinas que utilizam o
gradiente eletroquimico dos ions sdédio e potassio para acoplar o
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transporte de glutamato para o interior da célula. Atualmente os
transportadores de glutamato de alta afinidade sdo conhecidos como
EAAT (excitatory amino acid transporter). Nos ultimos anos foram
descritos cinco distintos cDNAs para o transporte de glutamato: EAAT-
1 (GLT-1); EAAT — 2 (GLAST); EAAT — 3 (EAAC-1); EAAT — 4 ¢
EAAT -5. (Schultz e Stell, 1996 apud Antunes, 2002, p.16).

Vale ressaltar que atualmente alguns trabalhos vém
demonstrando que a captagdo de glutamato em astrocitos € eletrogénica
e dependente de Na'. Neste processo, conforme pode ser observado na
figura a seguir, a entrada de cada molécula de glutamato carrega junto
trés Na' e sai um K e uma molécula de bicarbonato.

Figura 11. Captagiio de glutamato dependente de Na'.

Extracelular Intracelular

QHHWHCO-
K+
3 Na+
glutamato

A figura 11 mostra que a entrada de cada molécula de glutamato carrega
junto trés sodios e sai um potassio e uma molécula de bicarbonato. Adaptado
de: Hof e col. (1999).

Culturas puras de astrocitos expressam basicamente GLAST,
sendo a expressdo de GLT-1 bastante reduzida. Entretanto astrdcitos
cultivados na presenca de neurdnios expressam tanto GLAST quanto
GLT-1 (Brown, 1998, Swanson e Seid, 1998 apud Antunes, 2002, p.16).

4.2.2.3 Ciclo glutamato-glutamina

A quantidade de neurotransmissor glutamato que ¢ liberada pelo
neurdénio pré-sinaptico durante o processamento de uma informacdo ¢
proporcional ao volume de célcio que entrou neste neurdnio e interagiu
com as vesiculas sinapticas que armazenam tal neurotransmissor.
Contudo, convém ressaltar que normalmente ¢ liberada uma quantia
superior a necessaria para se difundir pela fenda e interagir com os
receptores na membrana do neurénio pds-sinaptico. Esse excesso de
transmissor liberado deve ser retirado da fenda sinaptica a fim de se
evitar uma possivel neurotoxicidade. “Caso um excesso de glutamato
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esteja disponivel na sinapse, ocorre a despolarizacdo, devido ao fluxo
constante de ions positivos para dentro da célula”. (SANOFI AVENTIS,
2007). A despolarizagdo ativa os canais de calcio de voltagem que, por
sua vez, permite que calcio extracelular acabe entrando na célula.

As células gliais mais abundantes (os astrocitos) ¢ que compete
essa funcdo de protecdo contra toxicidade pelo neurotransmissor
glutamato. Kruger (2003, p. 17) ressalta que a captacdo eficiente de
glutamato pelos astrocitos a partir da fenda sinaptica, e a ativagdo
concomitante da via glicolitica, ja sdo de conhecimento bem
estabelecidos. “Uma vez dentro do astrdcito, o aminodcido glutamato
sera metabolizado. Nos astrocitos, o grupo a-amino do glutamato pode
ser transferido ao oxaloacetato produzindo a-cetoglutarato e aspartato,
em uma reacdo catalisada por aspartato amino transferase” (MARKS,
MARKS e SMITH, 1996 apud KRUGER, 2003, p.17).

Kruger (2003, p. 17) destaca ainda que ndo somente esta via de
metabolizagdo de glutamato ¢é existente nos astrocitos. “Duas outras vias
existem nos astrocitos para metabolizar glutamato” (KRUGER, 2003, p.
17). Em uma delas, o glutamato pode ser convertido diretamente em o.-
cetoglutarato através de uma desaminagdo oxidativa catalisada por
glutamato desidrogenase. “Em outra, a via metabdlica quantitativa
predominante nos astrocitos, ¢ a amidacdo de glutamato a glutamina”
(KRUGER, 2003, p.17). Esta terceira via de metabolizacdo ¢
popularmente conhecida como ciclo glutamato-glutamina; sendo que ela
promove um meio eficiente de metabolizar ndo s6 glutamato; como
também amdnia.

O ciclo glutamato-glutamina (FIGURA 12) entre astrocitos e
neurdnios tem sido proposto como a maior via de reciclagem do
glutamato. Segundo Thomazi (2009, p.02) ao ser captado pelo astrocito,
o glutamato ¢ primariamente convertido em glutamina pela agdo da
glutamina sintetase, a qual & posteriormente transportada ao neurdnio;
onde serd novamente hidrolisada em glutamato pela enzima
mitocondrial glutaminase. Uma vez no neuronio, o glutamato ¢ estocado
em vesiculas, sendo o processo de captacdo vesicular independente de
sodio, e sua incorporacdo, segundo Tabb et al (1992 apud Thomazi,
2009, p.02), “é possivel devido a um potencial interno de membrana
positivo que é gerado por uma H'-ATPase vacuolar, a qual media o
transporte de H' para dentro da vesicula” (TABB et al, 1992 apud
THOMAZI, 2009, p.02).
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Figura 12. Ciclo glutamato-glutamina.
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Adaptado de: King (2012).

Convém destacar que nem todo glutamato é regenerado através
do ciclo glutamato-glutamina; sendo que parte do glutamato liberado
pelos neurdnios acaba entrando como a-cetoglutarato no ciclo de Krebs
em astrécitos; e outra porcentagem, conforme ja comentado, pode
acabar por interagir com os receptores de membrana dos astrocitos
desencadeando um processo de sinalizagdo por calcio.



5. SINALIZACAO POR IONS CALCIO

Para Ulrich (2012) o ion calcio possui importancia universal; uma
vez que participa de muitos processos bioldgicos e funciona como
sinalizador celular. J4 Aguiar, Arantes e Leite (2012, p.55) enfatizam
que além de atuar como segundo mensageiro nas células, esta substancia
controla uma grande variedade de fungdes celulares, abrangendo desde
respostas de curta duragdo até respostas de longa duragéo.

Castro Junior et al (2012, p.300) lembram que a sinalizag@o de
calcio e seu estado de homeostasia sdo de grande relevancia para o
funcionamento normal das fun¢des cerebrais, sendo a concentragdo
basal fundamental para as células responderem efetivamente a varios
sinais de calcio disparados por estimulos extracelulares ou
despolarizagdo da membrana. Contudo, segundo Andrade e Leite (2012,
p. 284) ¢ valido se ter em mente que a sinalizacdo celular de calcio pode
envolver muitos componentes; podendo eles serem misturados e
rearranjados para criar uma variedade de sinais espaciais e temporais.

5.1 SINALIZACAO DE CALCIO EM NEURONIOS

Atualmente ¢ bastante evidente que as funcgdes cerebrais
dependem de uma intima sinaliza¢do dos neurénios para as células gliais
e da glia para os neurdnios. Castro Junior et al (2012, p. 301) porém
colocam que a sinalizacdo por célcio ndo se da somente com as células
gliais, sendo os neurdnios também diretamente influenciados por tal
substancia. Ainda segundo a mesma fonte, a velocidade de difusdo dos
ions célcio pelo citoplasma neuronal se da de modo muito lento, tendo
um coeficiente de difusdo de aproximadamente 10pm’s’ devido a
presenga abundante de proteinas citoplasmaticas ligadoras de calcio.
Contudo, “apesar de os sinais de célcio serem tipicamente localizados
por essa difusdo limitada, eles podem tornar-se globais quando uma
liberag@o substancial de estoques internos estiver envolvido” (CASTRO
JUNIOR et al, 2012, p.302).

Quando em repouso, os neurdnios mantém uma linha de base de
calcio intracelular de aproximadamente 10 nM. Essa concentragdo basal
¢ fundamental para as células responderem efetivamente a varios sinais
de calcio disparados por estimulos extracelulares ou despolarizacao de
membrana, “momento em que a concentracdo deste ion pode alcangar
entre centenas de nanomolares a poucos micromolares” (BERRIDGE,
1998 apud CASTRO JUNIOR et al, 2012, p. 301). Os niveis de
concentracdo de célcio no neurdnio em repouso sdo mantidos pela
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captagdo para estoques internos mediados principalmente pelas bombas
de calcio-ATPase presentes na membrana do reticulo endoplasmatico.
Contudo, quando ha um estimulo, a concentracao intracelular de calcio é
alterada pelo influxo de tal ion através da membrana plasmatica ou da
liberagdo de calcio dos estoques internos. “A principal via de entrada de
célcio vindo do meio extracelular sdo os canais de célcio sensiveis a
voltagem e canais controlados por neurotransmissores” (PAREKH,
2003 apud CASTRO JUNIOR et al, 2012, p.302).

No que tange o envolvimento do calcio na excitabilidade
neuronal, sabe-se que tanto o calcio vindo do meio extracelular; quanto
o liberado por estoques intracelulares podem alterar direta ou
indiretamente a excitabilidade dos neuronios. Para Castro Junior et al
(2012, p. 305) essas mudangas de excitabilidade ficam nitidas ao se
manifestarem tipicamente por meio de variagdes tanto no formato como
no padrdo de disparo dos potenciais de acdo. J4 no que se refere ao
envolvimento do célcio para liberacdo de neurotransmissores, esta bem
estabelecido que o influxo de célcio através de canais de calcio sensiveis
a voltagem ¢ o mecanismo basico para que haja a liberacdo dos
neurotransmissores. Bootman, Berridge e Roderick (2002 apud Castro
Junior, 2012, p. 307) salientam que embora a contribuigdo relativa dos
diferentes subtipos de canais de calcio sensiveis a voltagem na exocitose
permanecam temas ainda a serem debatidos, se aceita que “a liberagdo ¢
principalmente estimulada por influxo de calcio por canais do tipo P/Q e
tipo N e, em menor extensdo, dos canais tipo R e tipo L, pois estes
ultimos estdo localizados mais distantes da sinapse” (BOOTMAN,
BERRIDGE e RODERICK, 2002 apud CASTRO JUNIOR, 2012, p.
307)

5.2 SINALIZACAO DE CALCIO EM CELULAS GLIAIS

Pelo fato de ndo possuirem potenciais de agdo e nem axdnios, as
células gliais durante muito tempo foram imaginadas como sendo
incapazes de propagar impulsos neuronais. A visdo tida primariamente
sobre glia s6 comegou a mudar quando pesquisadores descobriram que
células gliais exibiam um grande nimero de receptores acoplados a
proteina G, ligados a diversas cascatas de sinalizagdo intracelular.

Para LoTurco (2000, p.8196), estudos realizados utilizando
imagem de cdlcio, mostraram que os astrocitos sdo capazes de propagar
sinais celulares entre si em forma de ondas de célcio. O autor ainda
destaca que estas ondas se dissipam pela rede de astrocitos, e tem
mostrado gerar certa influéncia na atividade de neurénios adjacentes;
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modulando a transmissdo sinaptica. Para Castro Junior (2012, p.313) os
astrocitos sdo os maiores responsaveis pela modulagdo da atividade
sinaptica entre dois neurdnios. Os neurotransmissores liberados pelos
neurdnios pré-sinapticos podem ligar-se a receptores especificos na
membrana dos astrocitos e evocar elevagdes de calcio no citoplasma dos
mesmos; que por sua vez, responderdo a esta ativa¢do liberando
gliotransmissores.

No que tange especificamente a sinalizagdo de célcio entre
astrocitos convém ressaltar que as ondas de calcio astrocisticas podem
se propagar basicamente de dois modos: através de juncdes tipo GAP ou
por meio da via paracrina extracelular; sendo que é a substincia
envolvida no fendmeno que define qual o meio de propagacdo do sinal
sera utilizado. Castro Junior (2012, p. 313) lembra que os astrécitos
expressam uma grande quantidade de receptores para diferentes
neurotransmissores, o que abre uma grande lista de substancias
candidatas a mensageiras extracelulares. Convém ressaltar, porém, que
conforme Guthrie (1999, p.520) destaca, a medida e a direcdo de
propagacdo das ondas de calcio serdo significativamente influenciadas
pelos movimentos do meio extracelular.

5.3 ONDAS DE CALCIO

Estd bem estabelecido que as mudangas na concentragdo
intracelular de calcio regulam muitos aspectos fisiologicos da célula.
Segundo Sneyd; Keizer e Sanderson (1995) a mudancga na concentracao
de calcio na célula ndo ocorre de modo uniforme, sdo na verdade,
iniciados em um local especifico e vao se espalhando por células
individuais na forma de ondas. O fluxo de calcio para dentro da célula
pode se dar através de canais i6nicos ou co-transportadores de calcio; e,
o transporte de calcio para fora da célula por bombas de membrana.

Sneyd; Keizer e Sanderson (1995) lembram ainda que o reticulo
endoplasmatico; o complexo de Golgi; o envelope nuclear e as
mitocondrias sdo fontes extras de deposito citosdlico de calcio; sendo
que para que seja possivel manter uma concentragdo baixa de calcio
dentro da célula, o transporte do mesmo, através de bombas de calcio
localizadas no reticulo endoplasmatico, se faz necessaria. E através do
funcionamento destas bombas que os fons Ca’" sio mantidos,
normalmente, em concentracdes muito baixas no citoplasma celular.
Duas sdo as bombas de calcio que realizam tal atividade: uma delas
bombeia célcio para fora da célula (Bomba de calcio da membrana
plasmatica - PMCA) e a outra para o interior de uma ou mais organelas
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vesiculares do interior da célula (Bomba de célcio do reticulo
sarcoplasmatico - SERCA).

Fisiologicamente ha um equilibrio estavel entre a concentragdo
celular de calcio interna e externa; de modo que as oscilagoes deste
mineral ocorrem sempre que hd quebra neste equilibrio. Sneyd; Keizer e
Sanderson (1995) lembram que alguns dos fatores que podem vir a
ocasionar esta desestabilizacdo; sdo, por exemplo: mudanga no nivel de
estimulagdo hormonal; aumento dos mensageiros intracelulares ou
alteracdo na taxa de influxo através da membrana.

Dani, Chernjavsky e Smith (1992) ressaltam que estudos
demonstram que nos astrocitos tanto as ondas intra como as
intercelulares apresentam velocidade similar, estando o estimulo
diretamente ligado a distancia alcangada por tais sinais, ou seja, quanto
maior o estimulo, maior a distancia alcangada pela onda. Sneyd; Keizer
e Sanderson (1995), por sua vez, lembram que pelo fato de o célcio ser
fortemente tamponado no citosol, normalmente a maior parte das ondas
de calcio desencadeadas acabam por ndo atingirem grandes distancias.

Para haver a criagdo das ondas necessariamente tem de haver
elevagcdo na concentragdo de calcio intracelular, seja vindo do meio
extracelular ou de estoques celulares internos. Segundo Guthrie et al
(1999) por anos pensou-se que as ondas de célcio s6 poderiam se
propagar através de hemicanais (jungdes GAP); contudo; experimentos
demonstraram que estas ondas também conseguem se propagar por
astrocitos fisicamente separados, sendo a medida e a diregdo de
propagacdo das mesmas significativamente influenciadas por
movimentos do meio extracelular (Guthrie et al, 1999).

Abordando-se  especificamente o desencadeamento  das
oscilagdes/ondas de célcio; tém-se basicamente dois modos pelos quais
os astrécitos podem se comunicar: interagdo com neurotransmissores
liberados na fenda sinaptica; e/ou com ATP. Loiola (2010, p.13) lembra
que durante muito tempo o ATP foi tido somente como fonte de energia
intracelular; sendo que sua aceitagdo como molécula sinalizadora
extracelular ¢ algo recente. Ainda segundo a mesma fonte “estudos
farmacolégicos de receptores revelaram que a maior parte das células
gliais do sistema nervoso (astrocitos, oligodendrocitos, células de
Schwann, células de Miiller e microglia) expressam receptores
purinérgicos” (LOIOLA, 2010, p.13), sendo que o ATP age justamente
sob tais receptores da membrana da célula astrocitaria, desencadeando a
abertura dos canais de ions. Esta interacdo permite que calcio
proveniente do liquido extracelular entre na célula. O aumento de calcio
no interior da célula faz com que a mesma responda liberando ATP, que
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por sua vez ligar-se-4 ao receptor de um astrocito proximo, permitindo
haver o influxo de cdalcio para o interior desta outra célula e,
consequentemente, liberacdo de mais ATP e assim sucessivamente.
Newman (2001 apud Loiola 2010, p.19) ressalta que a liberagao de ATP
ocorre sempre antes da propagacdo da onda de célcio para a célula
adjacente; o que acaba por indicar que esta propagacdo ocorre mediada
pela liberagdo de ATP e ativagdo da célula. Esta modalidade de
liberag@o das ondas de célcio, por ser dependente da liberagao de ATP,
tende a atingir longas distancias.

J& no que concerne a dissipagdo das ondas de calcio
desencadeadas por neurotransmissores liberados na fenda sinaptica,
sabe-se, por exemplo, que se o neurotransmissor envolvido no processo
for o glutamato, este pode agir sob dois tipos de receptores
(metabotropicos e/ou ionotrdpicos) e, portanto, promover o influxo de
calcio tanto do liquido extracelular para o citosol (processo semelhante
ao descrito para o ATP), quanto estimular a liberagdo de calcio de
organelas intracelulares. Para que a liberagdo de ions calcio estocado em
organelas celulares (reticulo endoplasmatico, por exemplo) seja
viabilizada, as seguintes etapas ocorrem: ha a ligagdo de uma molécula
sinalizadora (neurotransmissor, no caso em questdo) ao receptor de
membrana no astrocito; que, por sua vez, acaba por levar a ativacdo de
um tipo de proteina G. Segundo Moura e Vidal (2011, p.32), uma vez
ativada (ligada ao GTP), a proteina G se separa, ¢ sua subunidade a se
desloca pela membrana plasmatica e ativa a enzima fosfolipase C
(PLC). A fosfolipase C catalisa a quebra de um lipideo de membrana, o
fosfatidilinositol bifosfato (PIP;) em duas moléculas: diacilglicerol
(DAG) e inositol trifosfato (IP;). O DAG permanece na membrana
plasmatica e atua no recrutamento de uma proteina quinase dependente
de calcio ou PKC. O IP; se difunde pelo citoplasma e se associa a
receptores presentes na membrana do reticulo endoplasmatico que sdo
canais de célcio. A ativacdo destes receptores leva a liberagdo do calcio
presente no reticulo para o citoplasma; onde ele participara na ativagéo
do PKC e de varias outras proteinas. Oppelt (2002) lembra que ¢ através
da liberacao de célcio destes compartimentos celulares internos que a
onda se dissipa por entre astrdcitos, sendo esta transferéncia de
informac¢do mediada por hemicanais. Por ser dependente de mediagdo
via jungdes GAP estas ondas atingem somente curtas distancias.

Segundo Pereira Junior (2010) ap6s alcangar o ultimo astrocito da
cadeia; ou seja; o “astrocito-alvo”, a onda atravessara todo este e, ao
atingir sua outra extremidade elicitara a liberagdo de gliotransmissores;
o qual se ligara a receptores extra-sinapticos neuronais.






6. METODOLOGIA

A metodologia do estudo foi baseada em uma pesquisa
explicativa, de natureza experimental e cunho quanti-qualitativo.
Segundo Gil (2012) a pesquisa explicativa t€ém como preocupacao
central identificar os fatores que determinam ou que contribuem para a
ocorréncia dos fendmenos. “(...) € o tipo de pesquisa que mais aprofunda
o conhecimento da realidade, porque explica a razdo, o porqué das
coisas” (GIL, 2012). A pesquisa experimental, por sua vez, segundo
Marzano (2000, p.57) representa o processo de gerar e testar hipoteses,
com o intuito de melhor entender algum fenomeno. Gil (2012) ressalta
ainda que a maioria das pesquisas explicativas sdo de natureza
experimental.

Optou-se em utilizar este tipo de pesquisa, pois esta possibilitaria
a compreensao e exploracdo dos fendmenos de interesse, aproximando-
se, desta forma, de um maior entendimento acerca de “universo” que
envolve a dindmica do neurotransmissor glutamato e dos ions célcio no
fendomeno da sinalizacdo celular, e, consequentemente da dissipagdo da
informagdo.

Segundo Leopardi (1999, p.80) a escolha de instrumentos de
trabalho é de fundamental importancia, ndo podendo ser uma escolha
alheia ao processo como um todo; ou seja; a necessidade que indica um
trabalho, o objeto sobre o que se vai atuar, a habilidade do proprio
trabalhador, e, a finalidade explicativa. Deste modo, principalmente por
se tratar de uma pesquisa explicativa-experimental; onde o risco de se
cometer erros aumenta consideravelmente, a escolha dos materiais e
métodos foi necessariamente feita de maneira minuciosa; considerando
varias hipoteses e teorias.

Ressalta-se que esta pesquisa foi composta basicamente por duas
etapas: um levantamento literario cuidadoso; e, posteriormente a coleta
de dados de maneira experimental.

6.1 MATERIAIS E METODOS
6.1.1 Materiais

Para que todos os objetivos deste trabalho fossem conquistados;
alguns materiais especificos se fizeram necessarios na experimentagao.

a) Stopped Flow Mixer —4000/S (SFM - 4000/S)
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O stopped-flow  (SF) ¢é wum instrumento de fluxo
interrompido/parado que permite trabalhar-se com reagdes quimicas de
cinéticas muito rapidas. Nestes equipamentos, t€ém-se pequenos volumes
de solugdes sendo rapidamente conduzidas a partir de seringas para um
misturador de elevada eficiéncia para que se inicie uma reagdo rapida. A
substancia resultante desta reacdo é entdo deslocada até uma célula de
observagdo (cubeta) onde passara pela analise.

Muitos processos biologicos ocorrem em uma faixa de tempo de
milissegundos; o que requer aparatos rapidos o suficiente para medir
suas dinamicas. Por conseguir trabalhar com cinéticas muito rapidas, os
equipamentos SF se mostram, portanto, uma alternativa eficiente para o
estudo de uma grande variedade de sistemas fisiologicos e patoldgicos.
O “stopped-flow mixer” 4000/S (SFM - 4000/S) especificamente,
apresenta um subsistema mecanico constituido por quatro seringas
independentes; o que permite que de duas a quatro solugdes distintas
possam ser misturadas e injetadas na cubeta de observagdo; fornecendo,
portanto, uma analise ainda mais minuciosa (BioLogic Science
Instruments, 2012).

O SFM - 4000/S (figura 13) é controlado pelo software Bio-Kine
32 versdo 4.70. E através da manipulagio deste software que se torna
possivel conhecer o volume de solucdo contida em cada uma das
seringas; executar o movimento manual ou automadtico das mesmas;
criar uma sequéncia de rea¢des com total controle de tempo e volume;
além de salvar e/ou recuperar as sequéncias utilizadas em cada um dos
modos de aquisi¢do de dados utilizados.

Figura 13. Equipamento SFM-4000/S.

Fonte: Dados primarios (2014).

Usualmente os equipamentos do tipo stopped-flow limitam o
volume injetado na cubeta de observacdo através de um artefato: uma
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seringa de paragem, sendo esta a principal responsavel pelo
fornecimento do “stopped-flow” (paragem do fluxo para realizacdo da
analise); contudo, segundo “BioLogic Science Instruments” (2012), o
fato de o movimento das seringas no aparclho SFM — 4000/S ser
completamente controlado pelo software BioKine; acaba eliminando a
necessidade de se trabalhar com uma seringa de paragem; sendo a
parada programada via computacdo. Neste caso, o sistema de paragem
utilizado pelo equipamento como meio de imobilizar a coluna de
liquidos injetados ¢ pautada em um sistema de parada dura (“hard
stop”). Neste modo, o fluxo ¢ imobilizado por uma combinagao de dois
mecanismos: a partir da intensificagdo da parada dos motores, e, por
meio de uma eletrovalvula de alta velocidade que fecha a saida da
cubeta do SFM.

b) Seringas de graduagdo 10 mL

Método utilizado pelo equipamento SFM — 4000/S para
armazenar oS componentes a serem injetados para realizacdo dos
estudos. A capacidade do equipamento ¢ de quatro seringas; sendo o uso
de todas necessario. A seringa 1 continha agua Milli-q, sendo ela
utilizada somente para fornecer concentragdes diferente de célcio; a
seringa 2 continha a soluc¢do de célcio (a partir do cloreto de célcio); a
seringa 3 continha as células; e, a seringa 4 o L-glutamato. Convém
ressaltar que a cada experimentagdo seringas novas e estéreis eram
utilizadas, visando evitar possiveis contaminagdes cruzadas.

¢) Células de glioma C6

Gliomas s3o os tumores primarios mais comuns nos tecidos
cerebrais. Apresentando origem a partir de células gliais, sdo
comumente utilizadas para estudos de biologia celular. As células de
glioma C6, por sua vez, representam uma das linhagens celulares
tumorais da glia, sendo que, segundo Brisma (1995 apud Baranska,
2013, p.32), estas células possuem propriedades oligodendrocitarias tao
boas quanto de seu astrocito progenitor ¢ comumente sdo utilizadas
quando se necessita realizar estudos bioquimicos relacionados com
astrocitos. A escolha em se utilizar tal linhagem celular se deu
basicamente pelos seguintes motivos: por se tratar de uma linhagem
celular sdo células imortalizadas (modificacdo genética) o que confere
um crescimento mais rapido e continuo a elas; proliferacdo ilimitada ou
limitada a um elevado nimero de passagens; além da existéncia de
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registros de outros estudos utilizando estas mesmas células. Trata-se de
células originarias de rato (RATTUS NOVERGICUS). A metodologia
utilizada para a preparagdo das células sera apresentada mais adiante no
topico “Métodos”.

d) Reagentes e Solugdes

As principais substincias envolvidas na realiza¢do deste estudo
foram:

d.1) Agua deionizada e destilada (Milli-q). Tipo de agua purificada
onde s3o ausentes todos os tipos de componentes organicos e
inorgénicos (Fontes, 2012). Sua escolha para o desenvolvimento deste
trabalho se deu justamente pelo fato de ser um composto isento de ions
que pudessem vir a influenciar os dados encontrados nas
experimentagoes.

d.2) L-glutamato. Aminoacido excitatéorio de maior concentragdo e
afinidade aos receptores do sistema nervoso, o acido glutdmico, ou,
simplesmente glutamato ¢ normalmente caracterizado como sendo o
principal neurotransmissor excitatério do sistema nervoso (Freitas,
2010). A escolha em trabalhar com tal insumo se deu basicamente por
dois motivos: mesmo em quantidades minimas este neurotransmissor é
capaz de desencadear respostas celulares, e, pelo fato de que ha estudos
que apontam o glutamato como um dos principais envolvidos na
comunica¢do interastrocitdria com consequente modulagdo da
transmissao sinaptica.

d.3) Cloreto de célcio. O cloreto de calcio pode facilmente servir como
meio de obtengdo de calcio e seus derivados através de processos
relativamente simples. Trabalhou-se com tal fonte de céalcio devido a
alguns motivos: facil manuseio; dentre os cloretos alcalinos é o mais
solavel em agua; baixa toxicidade/riscos minimos a saide humana e
para o meio ambiente; além de que ha muitos estudos similares também
utilizando o referido composto como fonte primaria de calcio.

d.4) Indicador de calcio FURA-2/AM. Para que a dindmica
intracelular do calcio, e a consequente medi¢do do mesmo captado pelas
células fossem possiveis, fez-se necessario o uso de um indicador de
calcio fluorescente. Segundo Farias et al (2012, p.27), a escolha do
indicador apropriado ¢ de fundamental importancia para o sucesso de
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um estudo, devendo ela ser pautada nas propriedades primarias do
composto. Dentre os varios indicadores de calcio existentes optou-se
trabalhar com o FURA-2/AM pelos seguintes fatos: facilidade na
utilizacdo, uma vez que o grupamento acetoximetil éster (AM) da sonda
fluorescente FURA-2 ¢ muito mais eficiente que de outros indicadores;
maior facilidade de incorporagdo do mesmo as células, uma vez que sua
forma “AM” ¢é permeavel a células, ndo necessitando a utilizacdo de
métodos invasivos; eficiéncia comprovada em outros estudos
envolvendo a quantificagdo de célcio por fluorescéncia.

d.5) TRITON X-100. Trata-se de um detergente nfo idnico, cuja
densidade relativa ¢ 1,0700 g/cm’ e pureza proxima a 100%. A série
“X” dos detergentes Triton sdo produzidas a partir de octilfenol
polimerizado com 6xido de etileno (Sigma-Aldrich, s.d.). O ntimero 100
refere-se indiretamente ao niimero de unidades de ¢6xido de etileno
presentes na estrutura (tem em média 9,5 unidades por molécula). O
composto foi utilizado no intuito de, segundo Lambert et al (1999),
adquirir a fluorescéncia maxima nas experimentacdes a partir de lise
celular. A nota técnica da empresa Sigma-Aldrich (s.d) coloca que se o
intuito em se utilizar essa substancia € obter a lise celular, cerca de 0,1%
da solucdo diluida em agua sera o suficiente para tal, sendo, portanto,
esta a concentracdo escolhida para ser utilizada na coleta dos dados.

d.5) EGTA. O 4acido tetracético etilenoglicol (EGTA) é o acido
aminopolicarboxilico com maior seletividade pelo ion célcio (Filho,
1998). Este composto foi utilizado no intuito de haver a quelacdo dos
ions célcio, conseguindo, deste modo, mensurar a fluorescéncia minima
nas experimentagdes realizadas.

6.1.2 Métodos
a) Preparacao das células de glioma C6

O preparo das células de glioma C6 se deu da seguinte maneira:

Até o inicio da manipulagdo, as células ficaram acondicionadas
em placas contendo meio de cultura, em estufa a 37°C e 5% de dioxido
de carbono. Apos serem retiradas da estufa, prosseguiu-se a preparagdo
das células retirando-se e descartando-se o meio de cultura (DMEM
suplementado com 2mM glutamina; 100 U/mL de penicilina; 100
mg/mL estreptomicina e 10% soro fetal bovino) a que elas estavam
acondicionadas. Apds esta etapa, acrescentou-se 1,8 mL de tampao
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fosfato salino (PBS) - para lavar as células - e 200 pL de tripsina - para
que houvesse o desprendimento das células do fundo da placa.
Procedeu-se a incubac¢do das células durante trés minutos, visando
facilitar o processo de desprendimento celular. Ao término desta etapa,
adicionou-se 2 mL de meio de cultura e se procedeu a homogeinizago
da suspensdo celular, sendo as células levadas a centrifuga a 1,2 rpm
durante quatro minutos. Ao ser retirada da centrifuga, o sobrenadante foi
descartado e o pellet celular ressuspenso em 1 mL de meio de cultura.
Se da continuidade ao tratamento das células realizando a contagem das
mesmas em Camara de Neubauer (10 uL de célula + 190 puL de azul de
tripan). Apos esta etapa, realocaram-se as células em placa de petri
contendo 8§ mL de meio de cultura, e procedeu-se ao repique celular —
200 pL de células em 7 mL de meio por placa de cultura. Vale ressaltar
que o detalhamento do preparo das células estd descrito no protocolo
experimental (Apéncie A).

Apbs o processo de repique celular, comega-se a preparar as
células para responder a interagdo com o fon Ca®" (descrito no item b a
seguir), carregando-se as mesmas com indicador de célcio.

b) Adicéo do indicador de ions calcio

Para que a mensuracdo da quantidade de célcio absorvida pelas
células fosse possivel, o uso de substincia indicadora de calcio se fez
necessaria. Como ja comentado, o indicador de célcio escolhido para
realizac¢do deste trabalho foi o FURA-2/AM. O processo realizado para
sua incorporagdo as células foi pautado em trabalhos de outros autores,
como os de Lambert et al (1999), por exemplo, e, principalmente na
metodologia sugerida de preparo de “Sigma-Aldrich” (s.d), tendo a
mesma sofrido algumas adequacdes. A adicdo do indicador de calcio as
células seguiu os seguintes passos:

Apos o tratamento/plaqueamento das células:

1. Preparou-se uma suspensao das células (em PBS);

2. Preparou-se ImM de solugdo-estoque com FURA-2/AM em
DMSO;

3. Diluiu-se uma aliquota do indicador (solugdo-estoque) de 100 a
500 vezes em PBS;

4. Adicionou-se a solugdo aquosa do indicador para um volume
igual de células em suspensao;

5. Incubou-se durante 30 minutos a 37°C;
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6. Lavou-se as células duas vezes com PBS;
7. Ressuspendeu-se as células novamente em PBS e
acondicionaram-se as mesmas em seringas de 10 mL.

Importante: A composi¢@o do tampdo fosfato-salino (PBS) nio
continha calcio.

¢) Preparacéo da solugdo contendo ions célcio

A solucdo contendo calcio foi preparada a partir de um composto
quimico formado por ions cloro (CI') e calcio (Ca™"): o cloreto de célcio.
O estabelecimento da concentracdo a ser utilizada foi pautado no
conhecimento das concentragdes fisiologicas de calcio existente no meio
extracelular, adotando-se, portanto, como padrdo a concentragdo de SM.

Por se tratar de uma substancia sélida, houve a necessidade de
diluigdo para que seu manuseio no equipamento fosse possivel. Para tal,
utilizou-se agua Milli-q. Apos a diluigdo a solucdo a ser utilizada no
momento era acondicionada em seringas de 10 mL e o restante era
acondicionado em vidraria para uso posterior. Convém ressaltar que
sempre era preparado uma solugdo estoque de calcio de concentracdo
7M, sendo que no proprio equipamento se procedia a redilui¢des para se
chegar na concentracdo a ser utilizada no dia da experiéncia.

d) Preparacéao do glutamato

Por se tratar de uma substincia sélida também foi necessario
proceder a diluicdo em agua Milli-q para se chegar a concentragdo
almejada. A concentragdo de glutamato escolhida para se trabalhar foi a
de 2uM, uma vez que em condi¢des fisioldgicas, a concentracdo deste
neurotransmissor na fenda sinaptica fica em torno deste valor (Danbolt,
2001 apud Thomazi, 2009).

e) Curva de calibracdo

Para que a avaliagdo da mobilizacdo de calcio fosse possivel,
antes do inicio da aquisi¢do dos dados experimentais propriamente
ditos, foi necessaria a constru¢do de uma curva de calibracdo. A curva
de calibragdo ¢ a fun¢do que descreve a resposta de um detector sobre
uma faixa de concentragdo, sendo comumente usada para prever a
concentracdo de uma amostra desconhecida (“Linde Group”, 2008).
Neste tipo de experiéncia, segundo André (2004), a curva de calibragao,
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a partir de um tampao contendo Fura-2-AM-éster e a concentragdo
determinante de calcio, ¢ usada para converter o dado obtido da
propor¢ao de F340/F380 para a concentracdo de calcio intracelular
(nM).

A priori, para que a construgdo da curva de calibragdo fosse
possivel seria necessario basicamente o indicador de célcio e a solugdo
de calcio em diferentes concentracdes. Contudo, o indicador de calcio
FURA-2 em sua forma conjugada ao acetoximetil éster (AM) ¢é
insensivel aos ions calcio, sendo, portanto, necessario que 0 mesmo seja
clivado transformando-se em FURA-2 para que tal interacdo se tornasse
possivel. A clivagem do grupamento AM so6 ocorre apés a introdugdo do
indicador nas células. O uso de 0,1% de TRITON X-100 visou obter o
valor da fluorescéncia maxima através da lise das células e,
consequente, saturagdo do indicador com célcio. J& o EGTA foi
utilizado na mesma aliquota com o objetivo de quelar o célcio e adquirir
o valor de fluorescéncia minima. A obtencdo da curva de calibragdo
seguiu exatamente o mesmo procedimento para aquisicdo dos dados,
sendo o mesmo descrito no item f.

) Processo de mensuracéo da captacéo de ions calcio por células de
glioma C6

O experimento foi realizado em um equipamento “Stopped-Flow
Mixer 4000/S” (SFM — 4000/S). Apos o preparo das células e
carregamento das mesmas com indicador de célcio ajustou-se o
equipamento de maneira que a seguinte configuragdo fosse obtida: modo
avancado; aquisicdo de dados por fluorescéncia. A cubeta utilizada foi a
FC - 15/7,5 e os comprimentos de onda de excitagdo utilizados foram
340 nm e 380 nm. Trata-se de uma substancia raciométrica de dupla
excitagdo; ou seja; excitada a um comprimento de onda de 340 nm
quando complexado ao calcio e a 380 nm quando livre. Portanto, a
mensuragdo da fluorescéncia emitida pela amostra nos dois
comprimentos de onda torna-se essencial. A razdo entre a fluorescéncia
emitida pela amostra em tais comprimentos de onda (F340/F380)
fornecera a concentragdo de calcio intracelular (Sousa, 2011).

A fluorescéncia foi detectada, coletada e analisada no SFM-
4000/S usando um filtro de corte de 515 nm, conseguido através do uso
de um filtro de corte instalado no tubo fotomultiplicador. A andlise foi
realizada em um tempo de trés segundos. As mensuragdes foram
realizadas em temperatura ambiente (22°C £ 1°C), sendo a mesma
controlada por condicionador de ar. Tal medida mostrou-se necessaria
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para que se obtivesse um comportamento cinético semelhante em todas
as experimentagdes a serem realizadas. A temperatura acaba nao sendo
fator essencial para a observacao da reagdo, uma vez que, de acordo com
Paula e Cesar (2012), as reagdes quimicas ocorrem no interior das
células e, portanto, sdo intermediadas por um maquinario celular que as
torna muito eficiente, mesmo operando em temperatura ambiente.

O SFM - 4000/S ¢ constituido por quatro entradas de seringas.
As seringas apresentam motores individuais que podem ser acionados de
modo manual ou automatico. E através delas que se torna possivel obter
de duas a quatro solugdes distintas misturadas e injetadas na cabeca de
observagdo para andlise. O tempo de resposta do equipamento varia
entre 10pus a 10 s.

Algumas etapas perfazem o trajeto das substancias envolvidas no
experimento até que seja possivel a analise do composto que chega a
cubeta de observagdo. Primeiramente, uma aliquota predeterminada da
solugdo de calcio contida na seringa dois era injetada no circuito do
equipamento seguindo até o primeiro misturador (o equipamento
emprega trés misturadores do tipo “Berger Ball”’). Convém destacar que
a concentracao de calcio na seringa dois era sempre de 7M, e a partir do
primeiro misturador calculava-se a quantidade de agua Milli-q
necessaria, considerando também o liquido presente nas demais
substancias envolvidas, para diluir a solu¢do contendo cdlcio até chegar
a cubeta na concentragdo pretendida para aquela aquisi¢do de dados.
Neste primeiro compartimento, ora a solu¢do nao sofria reagdo alguma,
ora era diluida com o contelido proveniente da seringa um, sendo,
portanto, este misturador efetivamente utilizado somente quando era
requerido processo de diluicdo. Deste compartimento a solucdo
contendo célcio seguia até o segundo misturador, onde entdo entrava em
contato com uma por¢do de células injetadas a partir da seringa trés,
sofrendo, neste local, o primeiro processo efetivo de mistura. Deste
ponto a mistura seguia até alcangar o Ultimo misturador. Uma vez no
referido compartimento, a solugdo resultante das seringas dois e trés
recebe o conteido da quarta seringa, no qual passa por um novo
processo de mistura. Para um maior esclarecimento, a figura abaixo
ilustra o trajeto realizado pelos reagentes.
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Figura 14. Mecanismo de aquisi¢do de dados empregado pelo SFM-4000/S.

Fonte: Biologic Science Instruments (2012)

Uma vez que todas as substincias envolvidas se encontraram, a
solugdo final segue do terceiro misturador até a cubeta de observacao
para que as analises pretendidas pudessem ser realizadas.

Conforme ja colocado, no experimento foi utilizada a cubeta de
fluorescéncia 15-7,5 (FC15-7,5). Trata-se de um recipiente feito em
quartzo, com bordas enegrecidas, composta por dois caminhos opticos
(um de 1,5 mm e outro de 0,75 mm). Por recomendacdo do fabricante
escolheu-se iluminar a amostra no caminho de 0,75 mm e realizar a
deteccdo no de 1,5 mm. A escolha em utilizar tal cubeta se deu,
primeiramente pelo fato de se estar trabalhando com o modo de
fluorescéncia; e em segundo, pois por possuir bordas enegrecidas, tal
material acaba por reduzir a dispersdo de luz. Uma vez dentro da cubeta
da-se inicio a aquisicdo dos dados; sendo que para tal, a mistura é
iluminada por uma fonte de luz (Idmpada de Xenoénio - acrescida de
mercurio - de 150 W), na qual permite a mensuragdo de propriedades
opticas da substancia.

A excitagdo no equipamento utilizado ¢ feita através do sistema
optico MOS/200. O MOS/200 ¢ composto pela fonte de luz e por um
monocromador (conforme figura a seguir).
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Figura 15. MOS-200

Fonte: Biologic Science Instruments (2012).

No monocromador, o tamanho da fenda de saida é fixado em um
milimetro. O comprimento de onda para excitagdo da amostra € ajustado
de maneira manual. O sistema empregado para aquisi¢ao dos dados pelo
MOS/200 ¢ bastante simples: a luz emitida pela fonte luminosa passa
por um adaptador (light link) e atinge o monocromador de excitagdo. Em
seguida, a luz monocromatica ¢ conduzida até a cubeta através de um
cabo de fibra optica. Na célula de observagdo, além da mistura e da fibra
optica, também esta conectado o detector do tubo fotomultiplicador. O
controle do tubo fotomultiplicador, e a filtragem do sinal ¢ realizada
pelo dispositivo PMS-250 (“Photomultiplier control unit” - 250). A
filtragem do sinal se deu através do uso de um filtro de corte instalado
no proprio tubo fotomultiplicador. Estes filtros sdo utilizados para filtrar
o comprimento de onda de excitagdo e detectar a luz emitida pela
amostra. Neste trabalho, utilizamos um comprimento de onda de
excitagdo de 340 e 380 nm, conforme ja explicitado. No tubo
fotomultiplicador inseriu-se um filtro de corte de 515 nm, sendo
possivel, deste modo, que toda a luz emitida pela amostra com mais de
515 nm fosse recolhida em fun¢@o do tempo.
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6.2 METODOLOGIA DE ANALISE DOS DADOS

A analise quantitativa dos resultados obtidos nas experimentagdes
foi realizada através do uso do software “Statistica”, versdo 7.0, através
do qual foi analisada a média e o desvio padrdo dos dados obtidos. Por
meio dele, foi possivel a constru¢do dos graficos com os resultados
obtidos em termos de concentragdo de calcio. Em algumas categorias
estudadas, para melhor tirar conclusdes, fez-se uso da ferramenta
estatistica média. Por fim para interpretacdo global dos dados,
utilizaram-se autores que pudessem estabelecer relagdes pertinentes
sobre a tematica.



7. RESULTADOS E DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho consiste em analisar/quantificar a
quantidade de calcio captado por astrogliomas ap6s um estimulo
glutamatérgico. A decisdo em utilizar tal neurotransmissor, como ja fora
comentado, se deu pelo fato de que varios estudos publicados mostraram
que a glia possui receptores para muitos neurotransmissores usados na
comunicacdo sinaptica, assim como a maioria dos canais de ions
presentes nos neurdnios (Fields, 2004); neste contexto, o glutamato
exerce seus efeitos justamente através de sua interagdo com receptores
ionotropicos e/ou metabotropicos presentes na superficie da membrana
destas células (Nardin, 2006, p.16); além disso, toda vez que glutamato
¢ liberado na fenda sinaptica, os astrocitos respondem com aumento
subito na concentracdo de ions calcio em seu citoplasma (Christante,
2010, p.22).

Pautada nestes conhecimentos, parece Obvio que conhecer a
célula glial utilizada e seus receptores de membrana é essencial para
entender o processo em questdo. Para que fosse possivel avaliar a
viabilidade do uso de astrogliomas no presente estudo, se fez necessario
a realizagdo de uma experiéncia piloto para observar se haveria resposta
celular apés a aplicacdo de um estimulo glutamatérgico. Em tal teste
encontrou-se, por exemplo, curvas similares a apresentada abaixo.
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Figura 16. Curvas obtidas na experiéncia-teste.
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a) Curva obtida na experiéncia — teste apos estimulo glutamatérgico nos
astrogliomas. Esta curva foi obtida estimulando a amostra a um comprimento de
onda de 340 nm, temperatura de 22°C, concentragdo de calcio de 5M. b) Curva
obtida na experiéncia — teste sem estimulo glutamatérgico nos astrogliomas.
Curva obtida sob as mesmas condi¢des da anterior (comprimento de onda de
340 nm, temperatura de 22°C, concentragdo de calcio de 5SM). Fonte: Dados
primarios (2014).

A curva demonstra haver interacdo do glutamato com a
membrana dos astrogliomas, uma vez que, quando em contato, houve a
entrada de calcio do meio extracelular para o intracelular. E sabido que a
entrada de cdlcio se da somente apés o estimulo glutamatérgico; nao
havendo tal estimulo, também ndo ha fluorescéncia sendo emitida pelas
células.

Voltando para a experiéncia realizada, conforme ja explicitado,
langou-se mdo de um equipamento raramente utilizado para estes
estudos. A metodologia empregada para aquisigdes dos dados
experimentais desta natureza, segundo o que ¢ encontrado nas mais
diversas literaturas, normalmente ¢ pautada em eletrofisiologia,
microscopia convocal e fluorimetria (Vines, McBean, Fernandez, 2012,
p.01). No presente trabalho, optou-se em utilizar o equipamento de fluxo
interrompido  SFM/4000S; no modo de captacdo de dados por
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fluorescéncia (espectroscopia de fluorescéncia) que, por sua vez, vai ao

encontro do que ¢ habitualmente utilizado neste tipo de
experimentagoes.
Segundo Heneine (2003, p.181), técnicas pautadas em

fluorimetria sdo muito utilizadas para a determinagdo de vitaminas,
neurotransmissores € outras substancias fluorescentes, pois neste
processo de excitacdo os compostos organicos ndo sido destruidos. A
escolha em se utilizar o0 modo fluorescéncia foi motivada pelo fato de o
indicador de célcio, apds a devida estimulacdo, emitir fluorescéncia
quando em contato com tal ion, além de, segundo de Paula e Cesar
(2012, p.10), a fluorescéncia ser um processo optico bastante intenso o
que torna a coleta de dados uma ferramenta das mais utilizadas em
biologia celular.

As  seguintes  concentracdes  foram  utilizadas  nas
experimentacdes:
Tabela4. Concentragdes utilizadas nas coletas de dados (continua)
A CONCENTRACAO JUSTIFICATIVA OBSERVACAO
SUBSTANCIA UTILIZADA
Em condigdes
fisiologicas, a
concentragdo de
Glutamato 2 uM glutamato na fenda ¢é ---
de 1-2 uM (Danbolt,
2001 apud Thomazi,
2009).
Segundo Pimentel Os calculos de
(2003, p.02), a dilui¢do foram
concentragdo de calcio baseados na “lei da
extracelular é de dilui¢do de Ostwald”.
aproximadamente SM.

J& Fernandes, por sua Ressalta-se que a
vez, ressalta que no escolha em se
meio extracelular tal trabalhar com tais

Calcio 3M, 4M, 5M, 6M e concentragdo varia concentragdes nao vai
™ entre 3-10M. Como o ao encontro do que
intuito deste trabalho normalmente ¢
era se aproximar ao utilizado nestas
maximo de uma experimentagdes
situagdo fisiologica onde os niveis de
optou-se por utilizar calcio utilizados sdo
concentragdes de calcio muito inferiores a
similares a encontradas estes, algo em torno
no meio extracelular de micromolares.
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Tabela4. Concentragdes utilizadas nas coletas de dados (conclusio)

A proporgdo das
mesmas por
experimentacao era

Convém lembrar
que o pH do meio
estava sempre em
torno de 7,0,
visando prevenir
morte/toxicidade
para as células ou
alteracdo nos
resultados que
seriam encontrados;
uma vez que o pH
do meio pode afetar
o perfil da
fluorescéncia. Ja a
temperatura
utilizada foi a

¢ recomendado pela
nota técnica empresa
fornecedora dos
produtos.

+1.500.000 ambie:lte (em torno
. . . sempre a mesma, de 22°C controlada
Células células/seringa de 10 . e
ml garantindo, des_te modo, por condicionador
a mesma condigdo para de ar). Embora
todas as aquisigdes de Kuplich (2007)
dados. considere nao
tratar-se de um
fator muito critico e
permitir a
observacdo da
fluorescéncia,
optou-se por
indiretamente
manter a
temperatura a
mesma para evitar
oscilagdes bruscas
entre um
experimento e
outro.
TRITON 0,1% Estas concentragdes
foram baseadas no
trabalho de Lambert et As concentragdes
al (1999), além do que utilizadas foram
EGTA 4,5 mM

baseadas para
solugdo de 10 ml.

Fonte: Diversas.

No que tange especificamente a metodologia empregada,
Lambert (1999, p.03) lembra que ¢ dificil descrever com precisdo um
modo padronizado de se mensurar a concentragdo de calcio citosdlico,
uma vez que hd uma grande variedade de indicadores fluorescentes de
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calcio. Segundo 0 mesmo autor, a isto se soma a imensa diversidade de
células a serem estudadas e a vasta gama de equipamentos para detec¢ao
que podem ser utilizados.

Conforme pode ser observado na Figura 16, a qual representa a
realizacdo do teste piloto, os dados adquiridos pelo equipamento sdo
fornecidos em termos de voltagem (volt). O indicador de calcio FURA-2
¢ uma substincia de dupla excitagdo, apresentando comprimentos de
onda de excitagdo diferentes quando ligado ao calcio e quando sem ele.
“Quando esta ligado ao calcio absorve para o comprimento de onda de
aproximadamente 340 nm, na forma nao ligada para aproximadamente
380 nm” (SOUSA, 2011, p.32). Deste modo, segundo Sousa (2011,
p.32), podem-se avaliar os niveis de cdlcio intracelular comparando a
razdo F340/380. “Um aumento no valor da razdo entre esses
comprimentos de onda permite-nos deduzir um aumento dos niveis de
calcio intracelular livre” (SOUSA, 2011, p.33). Simpson (1999, p. 21)
por sua vez lembra que no caso de corantes raciométricos, como o
FURA-2, é sempre necessario conhecer os valores de fluorescéncia
maxima e minima emitidas para cada experimentagdo a fim de melhor
compreender o comportamento e os resultados encontrados. O protocolo
experimental elaborado para esta dissertacdo encontra-se em apéndice
(Apéndice A).

A experimentagdo, conforme sugerem as literaturas que embasam
este trabalho, foi dividida em trés etapas: monitorizac¢do da fluorescéncia
maxima (Rmdax); fluorescéncia emitida apdés um estimulo
glutamatérgico (R); monitoragdo da fluorescéncia minima (Rmin).

A obtengdo da curva de fluorescéncia maxima é fundamental. Por
meio dela, pode-se analisar qual sera o maximo de fluorescéncia que se
pode obter nas diferentes concentragdes de calcio utilizadas. Para tal, foi
necessario saturar totalmente o indicador FURA-2 com calcio. Segundo
Lambert (1999), isso se consegue utilizando o detergente enzimatico
TRITON X-100. Como ja visto, o equipamento utilizado possui quatro
entradas para seringas (dispositivo este utilizado para armazenar as
amostras a serem utilizadas, e, injeta-las para aquisicdo de dados). Para
que a mensuragao do Rmax fosse possivel, dividiram-se os reagentes do
seguinte modo:



Figura 17. Componentes envolvidos para aquisi¢do de Rmax.
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Fonte: Dados primarios (2014).

O TRITON X-100 foi utilizado no intuito de “matar” as células e
liberar o indicador de calcio em sua forma desesterificada,
possibilitando, assim, que o mesmo pudesse ser “completamente”
saturado por célcio, emitindo deste modo a maior fluorescéncia possivel
de ser encontrada na experimentacao. Esta etapa, assim como as demais,
foram feitas para cada concentragdo de calcio utilizada. Tem-se, neste
caso, através da lise celular, a reagdo do FURA-2 com todo calcio
disponivel naquele momento (indiferente da concentragdo utilizada) ou
com a maior parte dele.

Para a obtencdo da fluorescéncia a partir de um estimulo
glutamatérgico, a metodologia empregada foi similar, modificando-se
somente o componente da quarta seringa:
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Figura 18. Componentes envolvidos para aquisi¢do de R.
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Fonte: Dados primarios (2014).

Neste caso, utiliza-se o glutamato, com o intuito de se conhecer
quanto calcio entraria no astroglioma espontaneamente, com as células
vivas, apos um estimulo “despolarizante” (despolarizagdo de sua
membrana). Neste caso, tinha-se o indicador de calcio reagindo com
Ca®" que entra na célula através de canais abertos em sua membrana
celular. Nao necessariamente todo o calcio utilizado para as
mensuragdes ingressa no interior da célula. Para que tal reagdo fosse
possivel, foi necessario que o estimulo glutamatérgico utilizado fosse
suficiente para permitir a entrada pacifica do calcio para o interior
celular.

Por fim, a terceira etapa de coleta de dados consistiu em se
mensurar o minimo de fluorescéncia possivel de ser adquirida. Antes da
experimentagdo em si, foi necessario liberar o indicador de célcio
presente no interior das células, deixando-o livre para interagir com
calcio. Para tal, foi utilizado um béquer de 100 ml. Nele colocou-se uma
dada quantidade de células carregadas com indicador FURA-2, e,
acrescentou-se 0 TRITON X-100 para que houvesse lise celular, e,
consequentemente, liberagdo do indicador de céalcio. Convém destacar
que a propor¢do célula : TRITON X-100 utilizada era sempre a mesma;
ou seja 1:1 em volume (ImL de células para ImL de TRITON X-100).
A solugo assim obtida assumiu lugar na seringa trés; € a quarta entrada
foi novamente substituida pelo EGTA, conforme ilustra a figura abaixo.
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Figura 19. Componentes envolvidos para aquisicdo de Rmin.
o Cuvette /_ Sendo os componentes:

Detection - 55

> S1: Agua Milli-q;
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Fonte: Dados primarios (2014).

Quando o FURA-2 entra em contato com calcio, ha a emissdo da
fluorescéncia maxima; porém, ao acrescentar-se o EGTA a reagdo, tem-
se a quelagdo do célcio, e, consequentemente, a diminui¢do da
fluorescéncia gerada. Oliveira et al (2010, p.151) lembra que quelagdo é
um processo fisico-quimico que leva a absor¢do de ions multivalentes
positivos por substancias quimicas especificas. Optou-se em utilizar o
acido tetracético etilenoglicol (EGTA) pelo fato de ser o 4cido
aminopolicarboxilico; com maior seletividade pelo ion calcio; ou seja;
trata-se de um agente quelante seletivo para célcio.

Sabendo que o equipamento fornece valores de fluorescéncia e,
tendo em vista que tais valores devem ser expressos em termos de
concentragdo, optou-se por dividir este capitulo em resultados
encontrados em termos de fluorescéncia e resultados encontrados em
termos de concentragdo de calcio. Acredita-se que deste modo a analise
dos dados acabara tornando-se mais coesa.

7.1 RESULTADOS ENCONTRADOS EM TERMOS DE
FLUORESCENCIA

O equipamento mensurou a fluorescéncia emitida pelo indicador
ao se complexar ao calcio e em seu estado livre. Como a fluorescéncia
mensurada era a emitida pelo indicador de célcio, faz-se interessante o
entendimento do mecanismo de complexagao até a emissdo da luz.
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Os indicadores de célcio funcionam basicamente através de
alteragdo nas propriedades de fluorescéncia quando ligados direta ou
indiretamente ao ion calcio (Farias et al, 2012, p. 27). Lambert (1999,
p.04), por sua vez, lembra que as propriedades fundamentais dos
indicadores sdo semelhantes, na medida em que a ligagdo de calcio
produz mudanga no comprimento de onda de excitagdo de ambos os
espectros de emissao de fluorescéncia.

No que diz respeito a interagdo com calcio, somente a forma
FURA-2 ¢ sensivel a tal ion, sendo, portanto, necessario que o
grupamento acetoximetil (AM) do indicador seja clivado no interior
celular para que o complexo indicador/calcio possa ser formado. Quanto
ao mecanismo envolvido nesta transformacgdo, Lambert (1999, p.32)
lembra que uma vez dentro da célula, o grupamento acetoximetil ¢
clivado por esterases intracelulares deixando o FURA-2 livre. Neste
processo, hd a exposicdo de cinco cargas negativas, que, por sua vez,
dificultam a saida do indicador para o meio extracelular favorecendo sua
acumulagdo intracelular. Segundo Tsien (2009, p.818), embora os
subprodutos da hidrélise do grupamento AM sejam acido acético e
formaldeido, estes sdo gerados de modo tdo vagaroso e em
concentragdes tdo baixas, que ndo causam toxicidade evidente para as
células (exceto em tecidos especialmente sensiveis, 0s quais requerem a
administrag@o de antidotos formaldeidos). Em sua forma desesterificada,
o indicador de calcio FURA-2 ¢ capaz de ligar-se ao Ca”". Romano-
Silva (1993) e Ribeiro-Santo et al (1993 apud Souza, 2011, p. 102)
destacam que na presenca do FURA-2 o aumento de calcio no
citoplasma devido a despolarizagdo da membrana é o que causa um
aumento na fluorescéncia.

O comportamento dos graficos encontrados nas experimentacdes
pode ser observado pelas figuras abaixo:
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Figura 20. Fluorescéncias maxima, minima e apds estimulo glutamatérgico ao
longo do tempo para concentragdo de calcio de 3M.
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Curvas obtidas através das relagdes de fluorescéncia 340/380, temperatura 22°C.
Fonte: Dados Primarios (2014).

Figura 21. Fluorescéncias maxima, minima e apds estimulo glutamatérgico ao
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Curvas obtidas através das relagdes de fluorescéncia 340/380, temperatura 22°C.
Fonte: Dados Primarios (2014).
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Figura 22. Fluorescéncias maxima, minima e apds estimulo glutamatérgico ao
longo do tempo para concentracdo de calcio de SM.
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Curvas obtidas através das relacdes de fluorescéncia 340/380, temperatura 22°C.
Fonte: Dados Primarios (2014).

Figura 23. Fluorescéncias maxima, minima e apds estimulo glutamatérgico ao
longo do tempo para concentragdo de calcio de 6 M.
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Curvas obtidas através das relagdes de fluorescéncia 340/380, temperatura 22°C.
Observa-se na curva de fluorescéncia maxima um decréscimo significativo.
Declinios na intensidade de fluorescéncia, segundo Luiz (2009), podem ocorrer
devido a muitos processos; fendmeno este chamado de supressdo. No caso em
questdo, pode estar ocorrendo supressdo devido a concentragdo elevada de ions
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calcio; reagdes de estado excitado; rearranjos moleculares; transferéncia de
energia ou formagdo de complexos no estado fundamental. Fonte: Dados
Primarios (2014).

Figura 24. Fluorescéncias maxima, minima e apds estimulo glutamatérgico ao
longo do tempo para concentragdo de célcio de 7 M.
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Curvas obtidas através das relagdes de fluorescéncia 340/380, temperatura 22°C.
Fonte: Dados Primarios (2014).

Os graficos acima apresentados elucidam os valores das
fluorescéncias méxima, minima e ap6s um estimulo glutamatérgico para
as concentragdes de calcio variando de 3 a 7 M. Embora tenham
comportamento visual aparentemente diverso, os valores encontrados
em termos de intensidade de fluorescéncia sdo bastante aproximados.

Tabela 5. Valores extremos de fluorescéncia por concentragdo de calcio

Concentracao de calcio | Variagdo R |Variagdo Rmax|Variacdo Rmin
3M 0,9371-1,0127 11,0738 - 1,1479 10,9719 - 1,0188
4M 0,9171 - 1,0249 |1,0615 - 1,1757 10,7957 - 1,7475
SM 0,9312 - 0,9770 10,9691 - 1,4831 10,3843 - 1,5906
6M 0,9801 - 1,0285 10,6883 - 1,3884 ]0,9200 - 0,9621
™ 0,9832 - 1,0523 |1,0941 - 1,1743 10,9457 - 1,2148

Fonte: Dados primarios (2014).
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Na tabela acima pode-se observar os valores maximos; minimos e
apos estimulagdo glutamatérgica das fluorescéncias encontradas em
cada uma das concentracdes de célcio utilizadas. Através delas pode-se
observar que os valores de Rmax obtidos oscilaram de 0,6883 a 1,4831,
com média de 1,0857 e desvio padrio de 0,5620. Os valores de R
oscilaram de 0,9171 a 1,0523, com média de 0,9847 e desvio padrdo de
0,095. Ja os extremos de Rmin, por sua vez, foram 0,3843 até 1,7475,
cuja média é 1,0659 e desvio padrido de 0,9639. Convém destacar que o
erro de medida (erro padrdo) para a fluorescéncia maxima (Rmax) é
2,7980; para a fluorescéncia apds estimulo glutamatérgico (R) € 2,3316
e para fluorescéncia minima (Rmin) é 3,1999.

Ao ampliar-se o grafico de 7 M, ¢é possivel melhor observar o
comportamento das curvas de fluorescéncia obtidas.

Figura 25. Ampliacdo do grafico de variacdo da fluorescéncia ao longo do
tempo para uma concentracao de calcio de 7M.

Fluorescéncia - TM

[
Rmax
Rmin

094 ——
0012 0014 0016 0018 0020 0022 0024 0026 0028 0030

Tempo (s)

Fonte: Dados primarios (2014).

O comportamento inicial deste grafico ¢ comum a todos os
demais, independentemente da concentragdo em que se trabalha. Através
da observacdo deste, nota-se que, no inicio do processo, a fluorescéncia
minima tem um valor maior do que a fluorescéncia por glutamato. A
explicacdo para tal reside na aquisicdo de dados desencadeados por
estimulo glutamatérgico, onde tem-se um periodo refratario justificado
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pela “demora” na intera¢do do glutamato com o receptor de membrana,
diferente do que ocorre no caso da mensuragao da fluorescéncia minima
e/ou maxima onde ndao ha barreiras (membranas celulares) para a
interacdo calcio-indicador.

Segundo Vines, McBean e Fernandez (2012, p. 01), mudangas no
nivel de célcio intracelular ocorrem rapidamente apos a estimulacdo. Ja
Tareilus e Breer (1995), por sua vez, colocam que o nivel de calcio
intracelular aumenta rapidamente ap6s um estimulo despolarizante,
ainda no ponto zero segundo. Tais afirmagdes corroboram com os
resultados encontrados, onde temos um processo de extrema agilidade
que se perpetua apenas por poucos milésimos de segundo.

7.2 RESULTADOS ENCONTRADOS EM TERMOS DE
CONCENTRACAO DE CALCIO

Os dados obtidos experimentalmente até entdo demonstrariam
somente haver calcio envolvido na reagdo, uma vez que ha fluorescéncia
sendo emitida pela amostra. Contudo, ¢ valido lembrar que o indicador
de calcio FURA-2 é mais propenso a emitir fluorescéncia apds interagao
com calcio se iluminado a um determinado comprimento de onda.
Entretanto, fluorescéncia ndo ¢ sindnimo de concentragdo de calcio, e,
por isso, se fez necessario um estudo mais aprofundado dos fendmenos
envolvidos na reacdo, de modo a permitir a conversdo das
unidades/valores.

Hé4 na literatura uma equagdo proposta por Grynkiewicz e
colaboradores no ano del985 a qual propde a conversio da
fluorescéncia adquirida para concentracdo de célcio intracelular. No
entanto, antes de simplesmente aplica-la, faz-se prudente um
entendimento maior dos fenémenos envolvidos até chegar-se a uma
equacdo que descreva tal conversao.

Partindo-se do pressuposto de que eram mensuradas as
fluorescéncias maxima, minima e com glutamato, facilmente pdode-se
pensar na seguinte correlacao:
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Figura 26. Relagdes matematicas das fluorescéncias mensuradas para calculo da
concentragdo de calcio
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Fonte: Dados primarios (2014).

Ca;, -C  Max-R

= - (1)
C-0 R — Min
Ca; (R—Min
C :M )
(Max — R)
Onde: Car = Calcio Total; C = Concentracdo de calcio
intracelula;, R = razdo 340/380 obtidas a partir de estimulo

glutamatérgico; Max = razdo 340/380 sob condi¢des de calcio saturado;
Min = razdo 340/380 sob condigdes de calcio livre.

Analisando agora a cinética da reacdo estudada, que ¢ uma
cinética de primeira ordem, tem-se:

Ca +S__’Cas (3)

Onde Cat = Calcio Total; S = representa indicador de calcio; CaS
= representa o complexo formado pelo indicador de célcio FURA-2/AM
e o calcio apos a rea¢do/complexagio.
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“Leid
dCaS _ ki[Ca, [S]-k2[CaS] (4} agaz das

dt massas”

Considerando-se trabalhar com uma cinética de equilibrio rapido,
logo:
0=ki[Ca, [S]-k2[Ccas] ()

k2[CaS]=kI[Ca, [S] (6)

k2 _[ca,]s]
kI [caS] @

2
Como H tende ao equilibrio, podemos considera-lo

simplesmente “K”, logo:

. _[ca.Ts]_ [cas]
[Cas] S

k=[Ca;] @®

Sabendo que a cinética de saturagdo do calcio € representada pela
equacao acima descrita; ou seja:

[Ca,l_ ] = @ k 9)
S
C R — Mi
e, lembrando que C = M ; tem-se, portanto,

(Max - R)

[c:as;]k (R —Min)

c= [S] ~ (Max—R)

(10)

Onde C = concentragdo de calcio intracelular; Kd = constante de
dissociagdo do FURA-2/AM, de valor 224 nM; R = razdo 340/380
obtidas a partir de estimulo glutamatérgico; Rmax = razdo 340/380 sob



95

condigdes de calcio saturado; Rmin = razdo 340/380 sob condi¢des de
calcio livre; Sfb = razdo das fluorescéncias de base (380nm)sob
condigdes de calcio livre e saturado.

Convém ressaltar que se trata exatamente da mesma equagdo
proposta por Grynkiewicz e colaboradores, com a diferenca de que o

[Cas]

mesmo nomeia o fator Wpor “Stb” ou “fator de escala”, que

indiretamente se refere ao quociente de indicador livre e saturado por
célcio, determinado a um comprimento de onda de 380 nm.

Aplicando-se a equacdo aos valores encontrados nas
experimentagdes, obtém-se os seguintes graficos de concentragdo de
calcio ao longo do tempo:

Figura 27. Captacdo de Ca2+ ao longo do tempo para uma concentragio de
calcio de 3M.
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Fonte. Dados primarios (2014).
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Figura 28. Captagdo de Ca2+ ao longo do tempo para uma concentragao de
calcio de 4M.
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Fonte. Dados primarios (2014).

Figura 29. Captacao de Ca2+ ao longo do tempo para uma concentragao de
calcio de SM.
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Figura 30. Captacao de Ca2+ ao longo do tempo para uma concentragao de
calcio de 6M.
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Fonte. Dados primarios (2014).

Figura 31. Captacdo de Ca2+ ao longo do tempo para uma concentragio de
calcio de 7M.
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A uma primeira vista, pode-se observar que em todas as
aquisi¢cdes houve calcio sendo captado pelas células. Um olhar mais
aprofundado nos faz perceber que no inicio de todas as concentragdes,
mais precisamente no tempo zero, ha um valor negativo de
concentracdo, o que matematicamente seria considerado incorreto e/ou
impossivel. Matematicamente, ¢ possivel explicar a presenca de tais
valores. Como estes derivam de uma operagdo aritmética que envolve
subtracdes e divisdo, nota-se que, no inicio da reagdo, a fluorescéncia
minima é maior do que a fluorescéncia com glutamato, conforme ja
explicitado — o que ocasiona o surgimento de valores negativos. O fato
de o indicador ser raciométrico reforca a justificativa aos resultados
negativos encontrados, uma vez que, se trabalhou com um fluorocromo,
ou seja, moléculas quimicas que absorvem luz em determinado
comprimento de onda (luz ultravioleta) e emitem em outro (luz visivel);
isto €; ficam fluorescentes (Scheucher e Santos, 2012).

A metodologia empregada nesta experimentagdo ¢ baseada em
espectrofluorimetria. O seu emprego se dd no intuito de analisar
justamente a fluorescéncia de uma amostra. Mendes (s.d.) lembra que o
conhecimento da absor¢do de luz pela matéria ¢ a forma mais usual de
determinar a concentracdo de compostos presentes em solugdo, sendo a
intensidade da cor de uma solucdo proporcional & concentracdo das
moléculas absorventes de luz.

A absorgdo da Iuz pela matéria envolve a incorporagdo da energia
contida no foton pela estrutura das moléculas absorventes (neste caso o
FURA-2). Quando isso acontece, as moléculas absorventes passam do
estado fundamental (estado energético mais baixo) para o estado
excitado (estado energético mais alto). Heneine (2003, p. 184), por sua
vez, ressalta que a absor¢do da luz deixa o sistema energizado, podendo
ocorrer desde uma simples excitagdo, até a ionizagdo da matéria. “Se o
elétron apenas oscila, sem deixar seu orbital, o sistema apenas se
aquece. Nos movimentos moleculares também se observa aquecimento
do sistema” (HENEINE, 2003, p. 184). A energia de elétrons repostos
na posigao inicial ¢ emitida como fluorescéncia ou fosforescéncia.

Pautando-se nos conhecimentos acima explicitados, ficam mais
claros os resultados encontrados. No comego do experimento, ha
absorcdo de energia, a qual segue-se até o rompimento da inércia
energética das moléculas do indicador — fato que justifica os valores
negativos no inicio, pois a quantidade de energia absorvida a principio
tem de ser maior que a energia emitida (fluorescente); de modo a gerar
as relagdes de fluorescéncia (R; Rmax; Rmin) diferentemente de um
comportamento tido como normal. A partir do momento que esta inércia
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¢ rompida, o indicador comeca a intensificar a quantidade de energia
emitida (fluorescéncia), de modo que a relagdo entre energia emitida
Versus energia absorvida comega a crescer assumindo valores positivos.
Como no inicio do processo a energia emitida era maior do que a
refletida justifica-se as relagcdes negativas de R, Rmax e Rmin para
inicio de processo, as quais sdo observadas em quaisquer das
concentracdes de calcio.

Em termos biologicos pode-se entender tal fendmeno do seguinte
modo: temos no inicio do processo as células em meio desprovido de
fons Ca™". As mesmas somente entraram em contato com o referido fon
no decorrer da experiéncia, mas precisamente no segundo misturador do
equipamento. Tal interacdo pode vir a estourar algumas das células que
estdo em suspensdo, o que acabaria originando um aumento estrondoso
na fluorescéncia e, indiretamente explica a diferenca minima encontrada
entre as concentragoes de calcio utilizadas.

Por fim, para uma analise geral dos resultados obtidos, sem os
valores negativos iniciais, um grafico contendo todas as concentragdes
de célcio juntas se faz interessante.

Figura 32. Captacdo de Ca2+ ao longo do tempo para todas as concentracdes de
célcio.
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Fonte: Dados primarios (2014).

O grafico acima demonstra que na concentragdo de calcio de SM
houve uma captagdo de célcio muito mais significativa do que nas
demais. Concentragdo esta, segundo Pimentel (2003, p.02), tida como
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fisiologica para o meio extracelular. Abaixo desta concentragdo, as
células aparentemente foram inibidas pela falta de substrato; ja acima
disto, as células foram inibidas pelo excesso do mesmo. Fontes (2005)
reforca que o excesso de substrato realmente pode proporcionar uma
saturagdo do captador do substrato (no caso em questdo, as células),
reduzindo assim sua atividade.

Seguida a concentragdo de 5M, a concentragdo de calcio que foi
mais bem captada pelas células foi a de 4M, como pode ser observado
no grafico acima apresentado. Na concentragdo de 3M houve menos
captagdo do que na de 4M, o que vai ao encontro do explicitado acima;
j& na concentragdo de 7M captou-se menos calcio do que na de 6M, o
que comprova haver inibi¢do por excesso de substrato.

E valido destacar que a elevagio da concentragio de calcio
intracelular por influxo do ion vindo do compartimento extracelular
possivelmente através da ativacao de, segundo Batista (2008), receptores
ionotropicos ndo ¢ o unico mecanismo de elevagdo de célcio no interior
destas células. Ainda segundo a mesma fonte, se os receptores
envolvidos no processo forem os metabotropicos, possivelmente havera
a liberagdo de calcio de estoques celulares internos, como, por exemplo,
o reticulo endoplasmatico. Para este trabalho, como ja comentado no
inicio deste capitulo, ndo foi possivel determinar os receptores de
membrana que estavam envolvidos, portanto, considerou-se que um
possivel efluxo de célcio de estoques celulares seria tdo pequeno ao
ponto de ndo causar modifica¢des significativas nos resultados, sendo,
deste modo, desprezado.



8. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Dada as limitagdes encontradas durante o desenvolvimento deste
trabalho, algumas analises, consideragdes e sugestdes para pesquisas
futuras se fazem essenciais:

- Estudo/conhecimento de quais receptores de glutamato
presentes na membrana das células utilizadas estdo envolvidos, visando
uma melhor compreensio do processo como um todo;

- Estudo especifico da liberagdo de calcio dos estoques celulares
neste processo;

- Estudo mais aprofundado sobre as concentragdes de calcio
utilizadas. Conforme comentado, normalmente  utilizam-se
concentra¢des muito menores das que foram empregadas nesta pesquisa.
Sabe-se, por meio deste trabalho, que houve captacdo de calcio, mas ndo
conseguimos precisar se houve sofrimento ou apoptose celular devido a
uma concentracdo muito elevada do mesmo ou nao;

- Utilizagdo de cultura de astrdcitos sadios. Comparagdes com
tais células poderiam demonstrar se o comportamento em relacdo a
astrogliomas é o mesmo ou ndo;

- Modificar o agente estimulante. Ha estudos que consideram o
glutamato apenas coadjuvante neste processo de comunicagao,
conferindo papel principal ao ATP. Sugere-se, portanto, a utilizagdo
desta outra substancia para avaliar se haveria modifica¢des significativas
nos resultados encontrados quando em uso de outro agente;

- Modificar o agente de diluicdo do célcio. Inicialmente o uso
da agua Milli-q parecia atender toda a necessidade, uma vez que o fato
desta ser uma substancia destituida de cations e anions garantiria nao
haver eletrélitos indesejados afetando os resultados encontrados.
Contudo, além de este diluente ndo ser fisiologico, as células poderiam,
caso houvesse entrada de agua em demasia, até mesmo romperem-se.
Pautando-se nisto, aconselha-se que em estudos futuros utilize-se
solugdo salina ao invés de agua para diluigéo;

Por fim, convém ressaltar que ¢ vidvel a utilizagdo da
metodologia sugerida (SFM/4000S). Contudo, a mesma apresenta-se
limitada, uma vez que ndo permite uma avaliacdo das células antes de
todo o processo ter ocorrido, ou seja; ndo conseguimos
observar/monitorar o estimulo basal/comportamental das células e,
consequentemente sua  autofluorescéncia, antes do estimulo
glutamatérgico ser empregado, impossibilitando, deste modo o calculo
de R/RO necessario para conhecer a significancia dos efeitos nos niveis
basais de fluorescéncia.






9. CONSIDERAGOES FINAIS

A sinalizagdo celular tem por intuito controlar e coordenar as
mais diversas atividades e fungdes celulares, usando para isso moléculas
sinalizadoras. Dentre a vasta gama de sinalizadores existentes no corpo
humano, o célcio merece especial atencdo dado o seu envolvimento na
maior parte dos processos celulares.

A realizacdo do presente estudo permitiu constatar o
envolvimento do neurotransmissor glutamato no processo de dissipagao
da informagdo em astrocitos. Tal substincia atua em receptores
especificos presentes na membrana de tais células gerando uma
despolarizacdo da mesma, abertura de canais i6nicos, captagao de calcio
e consequente transmissdo da informagdo. Pode-se observar através das
experimentacdes que se trata de um processo extremamente rapido,
tendo inicio ainda nos primeiros milésimos de segundo apds a
estimulagdo. Independente da concentragdo de calcio utilizada, sempre
houve tal ion sendo captado pelas células; sendo a concentragdo de 5M,
sem duvida, a mais significativa. O protocolo experimental elaborado
mostrou-se eficiente para o pretendido, contudo, algumas adequagdes,
como sugeridas neste trabalho, sdo pertinentes. No que tange a
viabilidade do uso do equipamento SFM-4000/S, pode-se concluir que
este se mostrou eficaz para este tipo de aquisi¢do de dados, dado sua
precisdo e agilidade nas mensurag¢des. Entretanto, é pertinente ressaltar
que o seu uso em conjunto com o de outras metodologias pode
engrandecer ainda mais os resultados encontrados.

Por fim, a expectativa em relagdo aos possiveis resultados é de
que os mesmos permitam uma reflexdo, a agregacdo de novos
conhecimentos e, indiretamente, sirvam de estimulo para que outros
estudos na area sejam realizados.
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APENDICE A. Protocolo experimental

1. Materiais

Solugdo contendo calcio (cloreto de calcio)
Agua Milli-q

Células de glioma C-6

Indicador de calcio FURA-2/AM
TRITON X-100

EGTA

Seringas de 10 mL

SEM - 4000/S

2. Procedimento
2.1 Preparacdo das células

2.1.1 Repique celular

. Retirar as células da estufa;

. Descartar o meio de cultura que as células estavam
acondicionadas;

. Acrescentar 1,8 mL de tampao fosfato salino (PBS) - para lavar

as células - e 200puL de tripsina - para que haja o desprendimento das
células do fundo da placa;

. Incubar as células durante trés minutos;

. Adicionar 2 mL de meio de cultura e homogeneizar a suspensao
celular;

. Centrifugar a suspenséao celular a 1200 rpm por quatro minutos;
° Descartar o sobrenadante;

. Ressuspender o pellet celular em 1 mL de meio de cultura;

. Proceder a contagem das células (10 pL de célula + 190 pL de
azul de tripan);

. Transferir as células em placa contendo 8 mL de meio de
cultura;

. Proceder ao repique celular - 200 pL de células em 7 mL de

meio de cultura por garrafa.



118

2.1.2 Adicéo do indicador de célcio as células

. Preparar uma suspensao das células (em PBS);

. Preparar 1mM de solug@o-estoque com FURA-2/AM
em DMSO (0,1%);

. Diluir uma aliquota (0,03 mL) do indicador 300 vezes
em PBS;

. Adicionar tal solu¢do aquosa para um volume igual de
células;

° Incubar durante 30 minutos a 37°C;

. Lavar as células duas vezes com PBS;

. Acondicionar as células em seringas.

OBS: A composic¢ao do tampao fosfato-salino ndo pode conter calcio.

2.2 Preparacao da solucéo de célcio

. Adicionar 250 mL de agua Milli-q em recipiente apropriado;

. Diluir 194,44 g de cloreto de calcio na agua destilada para
conseguir uma solu¢do estoque de concentragdo 7M;

. Filtrar a solu¢do com filtro 0,2 pum para retirar residuos e
contaminantes;

. Acondicione 10 mL de tal solugdo em uma seringa.

Quando utilizar concentragdes menores do que 7M, proceder a
rediluicao no préprio equipamento SFM-4000/S.

2.3 SFM - 4000/S

. Ajustar o equipamento de modo que consiga a seguinte
configuragcdo: modo avangado; cubeta FC — 15/7,5; misturador Berger
Ball; vazao total 18 mL/s; comprimento de onda de excitacdo 340 nm e
380 nm; comprimento de onda de detecg¢do: 515 nm.

. Colocar no espago destinado a primeira seringa a agua Milli-q;
no espago dois a solu¢do de calcio na concentragdo 7M; no espacgo trés
células contendo indicador de célcio, ¢ no quarto espago TRITON X-
100 (0,1%).

. Inicializar as seringas manualmente ou através do software
“BioKine.
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. Na janela “Sequéncia de mistura” (mixing sequence), editar a
sequéncia a ser utilizada (conforme, por exemplo, mostra a figura
abaixo) e configurar a cubeta (FC-15/7,5)

Figura 1. Sequéncia de mistura hipotética para experimento-teste.

‘,.'E'j Mixing seq : = - |
Mixing ratio Volume Total flow rate ‘
S1 0 Total volume / shot ~ S1 0 w 0 mis :I
$2 [ 1 A 275 W [500 mus j 150 mi/s
225
v

S3 1 S3[ 7 w 500 ml/s

S4 1 475 W 500 mi/s Defauk
Start of data acquisition

& Atstop o

C A (10 msbefore the stop

Estmated deadtime:  1.5ms

Conlfiguration
Syinge1 [ 10w
Syinge2 [ 10m

Spnge3

Syinged [ 10ml |

Content of syinges Initial concentrabon Final concentration

wates

[

calcham | 1 mg/ml
[
|

Ghia cells

TRITON X-100

Losd | Savess | Comments | Pint | SFM Options | Close

Fonte: Dados primarios (2014).

. Na janela “Configuragio de aquisi¢do (acquisition setup)
selecionar o modo de fluorescéncia e confirmar a configuracao
escolhida

. Iniciar a aquisi¢do dos dados.

OBS: A cada aquisi¢do de dados, modificar a propor¢do de agua Milli-q
usada (S1) para modificar a concentracdo de calcio. Para que a
fluorescéncia minima seja mensurada, deve-se pegar uma quantia de
células, adicionar TRITON X-100 e em seguida colocar a mesma
quantidade de EGTA em concentragdo 4,5 mM para que seja possivel
mensurar a fluorescéncia minima. Salienta-se que o conteiido da quarta
seringa modifica-se, em relagdo ao desejado; ou seja; utiliza-se TRITON
X-100 para obter fluorescéncia maxima; EGTA para a minima, e,
Glutamato, quando objetivar obter a captagdo de calcio apds estimulo
glutamatérgico.
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