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RESUMO

Paschon V. Bloqueio do acoplamento celular apds trauma mecéanico na retina altera
a distribuicao de células em apoptose [tese (Doutorado em Fisiologia Humana)]. Sao
Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo; 2013.

Considerando os avangos recentes no desenvolvimento de medicamentos e
tratamentos, a neuroprotecdo se destaca como um dos topicos mais relevantes
aplicados a neurociéncia. Evidéncias indicam que as conexinas (Cx) nos canais de
juncées comunicantes (JCs) estdo envolvidas na neurodegeneracao apds a lesao.
Estudos utilizando modelos de animais KO para Cx apresentam resultados
contraditérios em relagao ao papel do acoplamento na neuroprote¢dao. Escolhemos
analisar o papel das Cxs a partir do trauma mecanico na retina, modelo que permite
a definicdo espacial e temporal da lesdo, com elevada reprodutibilidade,
distinguindo-se o foco, da penumbra e das areas adjacentes, além de gerar
gradiente de concentracdo de células apoptéticas do foco para as regides
adjacentes a lesdo. Nossos resultados mostraram que as Cx36 e Cx43 tiveram
regulacao distinta da expressdo génica e niveis proteicos ao longo da
neurodegeneragdo. O padrdao de distribuicdo da Cx36 nao se alterou ao longo dos
tempos de lesdo, mas a Cx43 apresentou desorganizacdo e aumento da
imunorreatividade, principalmente apds 7 dias. Concomitantemente, a proteina
fibrilar glial (GFAP) também teve maior imunorreatividade apds 7 dias, indicando
gliose reativa decorrente da lesdo. A Cx36 foi observada nas proximidades de
ndcleos apoptoticos, revelando a presenca desta proteina em células durante o
processo de apoptose. Nossos resultados também mostraram que células améacrinas
apoptoticas encontram-se acopladas a células vizinhas saudaveis por Cx36. O papel
funcional do acoplamento celular foi avaliado empregando bloqueadores e abridores
de JCs pelo ensaio de lactato desidrogenase (LDH), método in vitro para verificar a
viabilidade/morte de células. Carbenoxolone (CBX), bloqueador de JCs de amplo
espectro, reduziu a liberacdo de LDH ap6s 4 horas, enquanto a quinina, bloqueador
especifico de canais de Cx36, diminuiu a liberacdo de LDH ap6s 1 hora de
aplicacdo. A analise da distribuicdo de nucleos TUNEL-positivos confirmou que a
utilizacdo de bloqueadores de JCs reduz a propagacdo da apoptose. Apds o
bloqueio da comunicagédo por JCs durante a neurodegeneracdo com quinina, mas
ndao com CBX, observamos diminuicdo na expressao tanto de caspases iniciais
quanto efetoras. Mais importante, nossos resultados revelaram que o controle direto
da permeabilidade de canais de JCs pode participar de estratégias de neuroprotecao
destinadas ao tratamento da neurodegeneracao aguda.

Palavras—chave: Retina. Conexina. Apoptose. Caspases. Bloqueadores de ICs.
Neurodegeneragao.



ABSTRACT

Paschon V. Blockade of cell coupling after mechanical trauma in the retina alters
scattering of apoptosis [Ph. D. thesis (Human Physiology)]. Sdo Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2013.

Considering the recent advances in drug development and delivery, neuroprotection
stands out as one of the most pursued hot topics in applied neurosciences. Accruing
evidence indicates that connexin (Cx) channels in the gap junctions (GJ) are involved
in neurodegeneration after injury. However, studies using KO animal models
endowed apparently contradictory results in relation to the role of coupling in
neuroprotection. We choose analyze the role of Cx-mediated communication in focal
lesion induced by mechanical trauma in the retina, a model that allows spatial and
temporal definition of the lesion with high reproducibility, permitting visualization of
the focus, penumbra and adjacent areas, and generate a concentration gradient of
cells in apoptosis from the focus to adjacent regions nearby the injury. Our results
showed a distinct regulation of gene expression and protein levels for Cx36 and
Cx43 throughout the neurodegeneration progress. The Cx36 distribution pattern did
not change during the lesion progression, but the Cx43 showed disorganized pattern
and upregulaton after 7 days. At the same period, glial fibrilar protein (GFAP) was
upregulated in the lesion focus exposing a reactive gliosis after 7 days. Cx36 was
observed close to apoptotic nuclei, revealing the presence of this protein surrounding
apoptotic cells. Our results revealed that amacrine cells are coupled with health
neighborhood cells by Cx36. The functional role of cell coupling was assessed
employing GJ blockers and openers combined with lactate dehydrogenase (LDH)
assay, a direct method for evaluating cell death/viability. Carbenoxolone (CBX), a
broad-spectrum GJ blocker, reduced LDH release after 4 hours, whereas quinine, a
Cx86-channel specific blocker, decreased LDH release as early as 1 hour.
Furthermore, analysis of dying cell distribution confirmed that the use of GJ blockers
reduced apoptosis spread. Accordingly, blockade of GJ communication during
neurodegeneration with quinine, but not CBX, caused downregulation of initial and
effector caspases. To summarize, we observed specific changes in Cx gene
expression and protein distribution during the progress of retinal degeneration,
indicating the participation of these elements in acute neurodegeneration processes.
More importantly, our results revealed that direct control of GJ channels permeability
may take part in reliable neuroprotection strategies aimed to rapid, fast treatment of
mechanical trauma.

Keywords: Retina. Connexins. Apoptosis. Caspases. GJ Blockers. Neurodegeneration.
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1 INTRODUCAO

Considerando os avancos recentes no desenvolvimento de medicamentos e
tratamentos, a neuroprotecdo se destaca como um dos topicos mais relevantes
aplicados a neurociéncia.

O termo neurodegeneracao esta relacionado com a perda progressiva da
estrutura e funcao do neurbnio, ou ainda, com a morte de neurénios. Lesées no SN,
bem como doencas neurodegenerativas, incluindo acidente vascular cerebral,
doenca de Alzheimer, doencga de Parkinson, doenca de Huntington, esclerose lateral
amiotréfica e esclerose multipla apresentam caracteristicas em comum, das quais a
mais importante é a perda de neurbnios, seja pela perda de funcao, ou devido a
apoptose (Klein, Ackerman, 2003).

1.1 Morte celular programada e apoptose

Neurdnios, no sistema nervoso adulto, sdo chamados de células pds-mitéticas
por terem a caracteristica de serem terminalmente diferenciados. Este estado
implica em duas principais caracteristicas fisiologicas: diminuicdo de mecanismos
relacionados a divisao celular (Nguyen et al., 2002) e aumento de mecanismos
relacionados com a protecdo da célula na morte celular programada (MCP),
especialmente durante o processo de apoptose (Leist, Jaattela, 2001). Em
condicbes patoldgicas, sejam agudas ou crOnicas associadas com insultos
citotoxicos e estresse oxidativo, essas adaptagdes sdo perdidas, levando a
reentrada no ciclo celular, processo que neste caso antecipa a morte celular (Becker,
Bonni, 2005). Os neurbnios sdo altamente sensiveis a acao de mediadores de
estresse oxidativo, tais como as espécies reativas de oxigénio (ROS), as quais estao
associadas a MCP (Rego, Oliveira, 2003).

A MCP é geralmente definida como uma série de alteracdées bioquimicas e
morfologicas estereotipadas que conduzem a morte celular. Estas caracteristicas
sao frequentemente utilizadas para distinguir o carater "ativo" da MCP, pelo qual as
células que morrem sao eliminadas seguramente, de forma nao inflamatéria,
diferente da morte celular "passiva" por necrose (Leist, Jaattela, 2001). Sob
condicoes fisiol6gicas, a MCP é rigorosamente controlada e regula o equilibrio entre
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a proliferagdo e a diferenciagdo tanto durante o desenvolvimento quanto na
optimizacao das células adultas e nas func¢des dos tecidos (Lockshin, Zakeri, 2004).

Estudos com base no critério da morfologia nuclear dividem a MCP em
apoptose classica, apoptose similar a MCP e necrose similar a MCP,
respectivamente caracterizados por maior condensagdo da cromatina nuclear,
condensacao parcial ou periférica, ou auséncia de condensacao (Jaattela, Tschopp,
2003; Lockshin, Zakeri, 2004) (Figura 1).

Apoptose classica consiste em pelo menos duas fases, iniciagcao e execucao.
Estas conduzem, em Uultima analise, a uma série de eventos morfolégicos e
bioquimicos resultantes da ativacdo de proteases de aspartato cisteina-
dependentes, conhecidas como caspases. As vias canfnicas da ativacdo das
caspases durante a iniciacao incluem o recrutamento da procaspase-2, procaspase-
8 e procaspase-10, além de uma via de ativacdo da mitocdndria, através da qual a
caspase-9 € ativada pela liberacdo de citocromo C. As duas vias convergem,
conduzindo a ativacao de procaspase-3 e posteriormente caspases-6 e 7. Essas
vias levam a ativacdo de DNAses que promovem a fragmentagcdo do DNA
(Hengartner, 2000), como representado na figura 1 .

A apoptose parecida com a MCP é mais ampla do que a apoptose classica e
inclui vias independentes da ativagdo mitocondrial. Neste contexto, o fator de
inducao de apoptose (AIF) tem atraido muito interesse porque é o mais conhecido
na morte celular independente de caspases (Joza et al., 2001; Susin et al., 1999).
Ap6s a permeabilizagdo da membrana mitocondrial externa, o AlF é liberado do
espaco intermembrana mitocondrial e translocado para o nucleo, onde se associa
em grande escala com a fragmentacao do DNA (Susin et al., 1999) (Figura 1).

Na necrose semelhante a MCP, o programa de morte celular é desencadeado
por diferentes organelas, como mitocéndrias, lisossomas, reticulo endoplasmatico e
nacleo, e por outras proteases de caspases, entre elas as catepsinas e calpainas
provenientes do lisossoma e do reticulo endoplasmatico (Figura 1). Os mecanismos
moleculares subjacentes a MCP sdao menos compreendidos, apesar de geralmente
acreditar-se que eles representam vias de morte "alternativas" quando as caspases
sao inibidas (Jaattela, Tschopp, 2003; Lockshin, Zakeri, 2004).
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Figura 1- Classificacao e eventos moleculares que levam a MCP.
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A MCP pode ser dividida em trés tipos: (A) apoptose classica (com grande condensagao da
cromatina), (B) apoptose semelhante @ MCP (com condensag¢do da cromatina parcial e
periférica) e (C) necrose semelhante a MCP (sem condensagdo da cromatina). (A) A
apoptose classica engloba duas vias, ambas acopladas a uma cascata de caspases, que
conduzem a ativacdo de caspases efetoras, incluindo caspase-3, caspase-6, caspase-7.
Estas levam ao rompimento do DNA internucleossémico pela ativagdo de DNAses e
endonucleases (CAD). (B) A apoptose semelhante a MCP é mediada por efetores
mitocondriais, como o fator de inducdo de apoptose (AlF). Danos no DNA sao detectados
por poli-ADP-ribose-polimerase 1 (PARP-1), e um sinal direto ou indireto para a mitocéndria.
Isto conduz a libertagcao de AIF e sua translocacado para o nucleo, o qual é entdo associado
a condensacéao da cromatina e a fragmentacao do DNA. (C) A necrose semelhante a MCP é
desencadeada pela ativagdo do receptor de fator de crescimento semelhante a insulina 1
(IGFIR) via proteina quinase (MAPK), e € acompanhada pela formacao de grandes vacuolos
aparentemente vazios. A outra forma de morte celular por necrose, 'degeneracao
autofagica’, € mediada pela ativacdo de Ras mutada. Este processo esta associado com a
formacao de lisossomas citoplasmaticos, derivados de vacuolos.

Fonte: Adaptado de Krantic et al., 2005.
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1.2 Junc6es comunicantes (JCs) e conexinas (Cxs)

A comunicacao interneuronal rapida é fundamental para a integracdo e
propagacao de sinais no sistema nervoso central. Embora a transmissao sinaptica
quimica seja 0 meio de comunicacdo neuronal mais estudado, estudos sobre a
sinalizacdo elétrica direta entre neurénios datam mais de 50 anos (Furshpan, Potter,
1957; Watanabe, 1958) As sinapses elétricas sao especializacbes de membranas de
células justapostas chamadas de JCs (Bennett et al.,, 1991; Goodenough, Revel,
1970), que sdo compostas de dois hemicanais ou conexoénios, formando um canal
que permite a comunicacdo direta com o citoplasma das células vizinhas, como
podemos ver na figura 2, proporcionando um caminho intercelular para a difuséo de
moléculas de até 1.000Da ou moléculas com diametro de 10-14nm (Bruzzone,
Ressot, 1997; Kumar, Gilula, 1996). Essas moléculas podem ser ions, aminoacidos
como glutamato, glicose, metabdlitos como ATP, ADP, segundos mensageiros como
o AMPc e o inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), além de antigenos e fatores liberados
durante a apoptose. Mais recentemente foi proposta a passagem de microRNAs por
JCs (Katakowski, Palliser, 2010). Proteinas e acidos nucléicos aparentemente nao
atravessam os canais de JCs (Saez et al., 1989). Os hemicanais, por sua vez, sao
compostos por seis subunidades de proteinas transmembréanicas chamadas
conexinas, aproximadamente 20 diferentes isoformas desta proteina foram
caracterizadas em seres humanos e roedores (Sohl, Willecke, 2003; Willecke et al.,
2002).
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Figura 2- Cx, hemicanal e canal de Cx.

conexina hemicanal canal
de conexina de conexina

Podemos observar a representagcdo de uma Cx com 4 dominios transmembranicos, 1
hemicanal formado pelo arranjo de 6 Cxs e 1 canal de JC formado pelo acoplamento de 2
hemicanais de Cx

Fonte: Adaptado de Giaume et al., 2013.

O hemicanal pode ser composto por 1 tipo de conexina sendo denominado
canal homomeérico ou pode ser composto por diferentes tipos de conexinas, sendo
denominado canal heteromérico. Além disso, os canais de JCs podem ser
compostos por dois hemicanais formados pelas mesmas conexinas, sendo
denominados canais homotipicos ou por dois canais formados por conexinas
diferentes sendo denominados heterotipicos. Os canais também podem ser
classificados quanto aos tipos celulares acoplados. Canais homologos sédo formados
por hemicanais de duas células do mesmo tipo, canais heterélogos sao formados
por hemicanais de duas células de tipos variados (Rozental et al., 2000).
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Figura 3- Estrutura das JCs.
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As JCs sao formadas entre as membranas opostas de células vizinhas. Hemicanais de
células vizinhas se conectam de modo a formar canais condutores entre as duas células.
Um largo campo destes canais forma uma placa de JCs. Cada hemicanal, ou conexénio, é
composto por seis subunidades de Cxs que sao orientadas perpendicularmente as
membranas das células, para formar um poro central. Este poro central serve como um
canal para ions e moléculas de baixa massa molecular (até 1000 Da). Os canais formados
por Cxs podem encontrar-se no estado conformacional aberto ou fechado, sendo passiveis
de modulagao por diferentes estimulos, elétricos ou quimicos.

Fonte: Adaptado de Higa et al. 2012.

Semelhante aos canais ibnicos, a condutancia elétrica e a cooperacao
metabdlica das JCs sédo reguladas por grande numero de fatores fisiolégicos. As
conexinas podem sofrer modificagbes péds-transcricionais (fosforilagdo) nas
extremidades carboxi e amino terminais (Lampe, Lau, 2000, 2004) (Figura 3). A
fosforilagdo das Cxs pode ser modulada por proteinas quinases que sofrem
regulagdo de varios fatores, incluindo o complexo Ca®*-calmodulina, AMP ciclico,
GMP ciclico, variagdo de pH, voltagem intercelular de 15 a 90mV, hormbnios e
neuromoduladores como isoproteranol, dopamina, acetilcolina, acido y-aminobutirico
e estrogenos) (Koistinaho et al., 1993; Witkovsky, Schutte, 1991).
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Figura 4- Grafico de sensibilidade a voltagem de diferentes Cxs.
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Quando a diferenca de voltagem é 0, ou seja, ndo ha diferenca de voltagem de uma célula
para a outra, a permeabilidade dos canais é maxima. Quando ocorre variagdo da voltagem
entre as células acopladas, a permeabilidade dos canais tende a diminuir.

Fonte: Adaptado de Zigmond, 1999.

Mudancas sutis no pH intracelular podem alterar o acoplamento elétrico e
metabdlico entre neurbnios (Church and Baimbridge, 1991; Spray et al., 1981) e
células da glia (Giaume et al., 2013). Acidificacao geralmente resulta em diminuicao
da condutancia de certas JCs, enquanto que alcalinizagdo faz aumentar a
condutancia. Finalmente, a maioria das Cxs é sensivel as diferencas de voltagem da
membrana (Spray et al., 1979; Srinivas et al., 1999). Os canais de JCs possuem
sitios para protonacdo e ligacdo de fons Ca** e Zn?*, além de locais especificos para
que ocorra fosforilacdo por proteinas quinases (Yeager, Nicholson, 1996). A
transcricdo de conexinas e o acoplamento também podem ser regulados pela acéao
de horménios, matriz extracelular e condicées do ciclo celular.

A condutancia total das JCs, definida pela somacédo espaco-temporal da
condutancia de cada canal individualmente, € determinada pelo potencial
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transjuncional somado a todos os outros fatores descritos anteriormente (Becker et
al., 2002). Cxs especificas estdo presentes em diferentes tipos celulares e tecidos, e
uma célula isolada pode expressar varios tipos de Cxs. Diferencas entre as JCs
podem ser resultantes das diferencas entre as Cxs que formam os canais ou das
diferencas entre os tipos celulares acoplados (Bennett et al., 1991).

A expressao diferenciada de Cxs resultando em canais funcionalmente
distintos poderia influenciar na difusdo de diversas moléculas sinalizadoras (Lo,
1996). Cada Cx possui propriedades especificas quanto a permeabilidade dos
canais, a voltagem e a condutancia unitaria. Enquanto algumas JCs sdo mais
permeaveis a anions, outras tém preferéncia por cations ou apresentam seletividade
por carga (Orellana et al., 2009). A expressao de diferentes Cxs em tipos celulares
especificos e as regulacées durante a histogénese é fundamental para que os
processos fisiolégicos ocorram. Finalmente, alteragcdes na expressdo destas
proteinas parecem estar relacionadas a variada gama de processos patolégicos
(Froes et al., 1999).

Figura 5- Organizacao molecular das Cxs.
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Cxs sao proteinas que possuem quatro dominios transmembranares, duas alcas
extracelulares (E1 e E2) e uma alca intracelular, bem como terminagbes de carboxila e
amina, no citoplasma. Embora os quatro dominios transmembranares (M1-M4) partilhem de
uma sequéncia conservada, importante para a ancoragem na membrana celular, os seus
dominios citoplasmaticos variam em comprimento e sequéncia de aminoacidos. A regulagao
da estrutura tridimensional da Cx, processo que define a abertura e fechamento dos canais
de JCs, € mediada em regides citoplasmaticas.

Fonte: Adaptado de Bloomfield, Volgyi, 2009.
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Atualmente, aproximadamente 20 tipos de Cxs foram identificados no sistema
nervoso de mamiferos. Cada Cx recebe como nome o valor do seu peso molecular
em kDa e sao divididas em grupos conforme a estrutura proteica. O segmento da
molécula entre M2 e M3 forma uma alga intracelular, cujo comprimento e homologia
determinam o grupo ao qual cada uma pertence, além disso, o comprimento do
segmento carboxi terminal também tem variacdo nos diferentes grupos de Cxs
(Bennett et al., 1991). Quando a alga intracelular e 0 segmento carboxi terminal sao
curtos, a Cx € classificada no grupo | ou B e neste grupo estado inclusas as Cx26,
Cx29, Cx30, Cx31, Cx31.1 e Cx32. As Cxs do grupo Il ou o apresentam os
seguimentos mais longos que as demais e incluem as Cx33, Cx37, Cx40, Cx43,
Cx45, Cx46, Cx47, Cx50 e Cx57 (Bennett et al., 1991). Em adi¢do, a Cx36, que foi
descrita recentemente, é classificada como a unica Cx pertencente ao grupo lll ou y
(Rozental et al., 2000).

Em aves, a expressdo de Cxs vem sendo cada vez mais estudada:
inicialmente foi identificada a expressao das Cx26, Cx32 e Cx43 na retina de pintos
(Becker et al., 2002) e mais recentemente, foram descritas também as Cx36, Cx45 e
Cx50 (Kihara et al., 2008, Kihara et al., 2009). A Cx36 é responsavel pelo
acoplamento neuronal e a Cx43 pelo acoplamento glial em mamiferos, o que
também foi constatado em estudos em pintinhos (Kihara et al., 2008, Kihara et al.,
2009), por isso temos interesse em estudar o papel dessas Cxs no espalhamento da

apoptose na retina desses animais.

1.3 Acoplamento celular no sistema nervoso (SN)

Existem inUmeras diferencas entre as sinapses quimicas e elétricas como, por
exemplo, a distancia entre as células pré- e pos-singpticas, que nas sinapses
quimicas, varia entre 20 e 40 nan6metros (nm), enquanto que nas elétricas essa
distancia é de 3,5nm. O sentido da transmissao € particularmente diferente nos dois
sistemas (unidirecional na quimica e normalmente bidirecional na elétrica). Os dois
tipos de sinapses também apresentam diferencas morfoloégicas fundamentais: a
transmissdo quimica necessita de vesiculas pré-sindpticas, zonas ativas e
receptores poOs-sinapticos, enquanto a sinapse elétrica ocorre por meio de canais
inseridos na membrana em pontos especificos que formam as JCs (Zigmond, 1999).
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Embora as sinapses elétricas sejam caracterizadas pela passagem direta de ions
entre as células, sua atividade elétrica pode ser sincronizada por potenciais de acéao
entre neurdnios, deflagrados a partir de sinapses quimicas (Rozental et al., 2000).

Estudos recentes mostraram que as Cxs ndo possuem apenas fungbes
dependentes de canais. Elas podem formar hemicanais sem formar acoplamento,
permitindo a passagem de moléculas como o ATP ou ADP para o meio externo. As
Cxs também podem agir na adesao celular promovendo interagdes entre proteinas
(Orellana et al., 2009), além de agir de outras formas independentes que ainda nao
foram bem descritas na literatura. Estudos in vitro mostraram que a porcao carboxi
terminal da Cx43 atua no controle do crescimento celular e da expressao génica
através da interacao entre moléculas, e ndo devido a formacao de canais (Theis et
al., 2005) Experimentos com bloqueadores de JCs mostraram que o
desacoplamento nao interfere na diferenciacao celular do cristalino de pintos. Neste
mesmo estudo, foi sugerido que a porcdo carboxi terminal da Cx45.6 atua no
controle do desenvolvimento independentemente da formagéo de canais (Jiang and
Gu, 2005).

Além disso, as células gliais acopladas por JCs formam um sincicio panglial
envolvendo oligodendrécitos e astrocitos, permitindo a manutencao da homeostasia
de ions durante a atividade axonal e na degeneracao (Nagy, Rash, 2003; Theis et
al., 2005).

1.4 A retina como modelo de estudo do SN

A retina é um tecido neural com origem mesodérmica, muito utilizada como
modelo de estudo do SN por ser um 6rgao de facil acesso, com camadas bem
definidas formadas alternadamente de corpos celulares e processos de neurdnios.

Muitos tipos celulares ja foram descritos na retina (Figura 5), como por
exemplo, os fotorreceptores que podem ser classificados em cones ou bastonetes
dependendo do comprimento de onda que decodificam. Estas células formam a
camada nuclear externa (ONL) que é responsavel por receber o sinal luminoso e
iniciar a transmissao nervosa. As células bipolares em conjunto com as horizontais e
as células amacrinas formam a camada nuclear interna (INL) e dao seguimento a
decodificacdo e interacdo das informacdes visuais. Entre essas duas camadas de
nacleos esta situada a camada plexiforme externa (OPL) que concentra os
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processos de fotorreceptores, células bipolares e horizontais. As células
ganglionares e algumas células amacrinas deslocadas formam a camada de células
ganglionares (GCL). Os axdnios das células ganglionares se unem para formar o
nervo Optico e a camada de axénios retinianos (NFL) e transmitir a informacao
captada pela retina ao SNC. Entre a camada nuclear interna e a camada de células
ganglionares aparece a camada plexiforme interna (IPL) onde se situam os

processos de células bipolares, amacrinas e ganglionares.

Figura 6- Esquema da retina de vertebrados com seus principais tipos
celulares e camadas.
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RPE, epitélio pigmentado retiniano; PL, camada de fotorreceptores; ONL, camada nuclear
externa; OPL, camada plexiforme externa, INL, camada nuclear interna; IPL, camada
plexiforme interna; GCL, camada de células ganglionares; NFL, camada de axdnios
retinianos.

Fonte: Adaptado de: http://webvision.med.utah.edu.
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O estimulo luminoso comeca a ser processado nos fotorreceptores, que
promovem a transducdo do estimulo eletromagnético em sinal elétrico. Os sinais
gerados pelos fotorreceptores sao transmitidos as células bipolares, que estao
localizadas na camada nuclear interna e em seguida as células ganglionares,
situadas na camada de células ganglionares. A informacgéo visual que trafega por
esta via de sinalizagdo pode ser modulada pelas células horizontais (nas sinapses
entre fotorreceptores e células bipolares) e pelas amacrinas (nas sinapses entre
bipolares e ganglionares).

As células retinianas sdo muito populosas, ja foram descritos
aproximadamente 30 subtipos de células amacrinas, levando-se em conta,
sobretudo, diferengas na morfologia celular e no conteddo de neurotransmissores
(Masland, 2001; Wassle, Boycott, 1991). Um tipo de célula amacrina que tem
despertado interesse sdo as amacrinas colinérgicas, também conhecidas como
“starburst”. Trés tipos de amacrinas colinérgicas foram descritos na retina de pintos
adultos. O corpo celular do tipo 1 é encontrado na camada nuclear interna e seus
dendritos sdo monoestratificados nas bordas das subldaminas 1 e 2 da camada
plexiforme interna. O corpo celular do tipo 2 é deslocado para a camada de células
ganglionares e seus dendritos arborizam nas bordas das sublaminas 3 e 4. Os
pericarios desses dois tipos de amacrinas colinérgicas sao arranjados
simetricamente ao longo da retina como um espelho. O tipo 3 tem o corpo celular
profundo na camada de células nucleares e nao é descrito em mamiferos (Prada et
al., 1999).

Além dos neurbdnios, dois tipos de células da macroglia podem ser
encontrados na retina, astrécitos e células de Miller. Enquanto os astrécitos se
localizam na camada ganglionar, as células de Miller atravessam a retina da
membrana limitante interna até a membrana limitante externa, contribuindo para a
manutencdo estrutural da retina (Figura 2). As células de Miller promovem o
tamponamento de ions K" provenientes da atividade neuronal e sdo responsaveis
pela remocdao e metabolizacdo de neuromediadores do espaco extracelular
(Thoreson, Witkovsky, 1999).

A comunicacao intercelular e sua modulacdo sao fundamentais para o
processamento neuronal de modo geral, e da informagdo visual em particular. A
despeito de hipéteses mais recentes sobre a atuacao do éxido nitrico, que é um gas

difusivel, no meio intercelular (Cudeiro, Rivadulla, 1999), a comunicacao neuronal
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classicamente € descrita como resultado da funcao de sinapses quimicas e elétricas.
Enquanto aspectos especificos das sinapses quimicas na retina tém sido
amplamente estudados, aplicando-se varias metodologias, o estudo das sinapses
elétricas, no entanto, tem recebido menos atengéo.

Na retina adulta de mamiferos, o acoplamento celular € bem difundido e muito
importante na composicao de diversos circuitos neurais (Vaney, 2002). Estudos com
camundongos demonstraram que a Cx36 é expressa tanto no encéfalo quanto na
retina, sendo que, na retina, anticorpos dirigidos contra essa Cx marcam processos
de neurbnios localizados tanto na camada plexiforme externa (OPL) como na
camada plexiforme interna (IPL) (Dang et al., 2004). Além disso, camundongos KO
para Cx36 tém problemas sérios de visao, 0 que mostra que essa Cx é fundamental
para a sinalizacdo visual. Deans et al., em 2002, demonstrou que sinais
provenientes de bastonetes de camundongos KO para Cx36 ndo atingem as células
ganglionares, sugerindo uma auséncia completa de transferéncia de informacédo a
partir de células amacrinas All para células bipolares.

Sabe-se que a Cx43, pelo menos no SNC, esta presente em células da glia,
principalmente em astrécitos, e no endotélio vascular, atuando na modulagédo de
respostas frente a lesées. O acoplamento de astrécitos pela Cx43 forma um sincicio
glial (Naus et al., 1991; Rouach et al., 2002) que, sob condicdes fisiologicas normais,
atua no tamponamento espacial de ions e moléculas sinalizadoras na manutencao
da homeostase (Nagy and Rash, 2000; Zahs et al., 2003). Estudos mostraram que a
Cx43 esta envolvida com as primeiras respostas celulares a lesdo, embora o papel
exato permaneca controverso. Muitos relataram que a comunicacao celular por
canais de Cx43 esta associada a propagacao de sinais da morte celular (Frantseva
et al.,, 2002; Lin et al, 1998; Rawanduzy et al.,, 1997), enquanto outros
demonstraram efeitos neuroprotetores desta Cx espalhando moléculas que em altas
concentracdes podem ser citotoxicas (Naus et al., 2001; Nakase, Naus, 2004).

1.5 Acoplamento celular na neurodegeneracao

Além de processos relacionados com o desenvolvimento e fungéo visual, a
regulacdo do acoplamento celular tem sido descrita em processos
neurodegenerativos. No SN, a presenca de JCs é bem caracterizada entre células
da glia, constituindo uma via de distribuicdo de metabdlitos e sinalizacdo por
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segundos mensageiros. A propagacdo de ondas de Ca®** através de JCs de
astrécitos em resposta a aplicacao de glutamato ou estimulo mecanico foi observada
tanto em cultura como em cortes de hipotalamo (Charles, 1998).

O papel do acoplamento celular em processos apoptéticos e
neurodegenerativos permanece controverso. O bloqueio de JCs por agentes
farmacolégicos em cultura de astrocitos aumentou a vulnerabilidade neuronal ao
glutamato (Ozog et al., 2002). Em estudos de lesdes no hipocampo, o blogueio de
JCs também aumentou o dano neuronal (Blanc et al., 1998). Experimentos com
camundongos KO para Cx43, que tiveram oclusdo da artéria cerebral média,
mostraram um aumento significativo da area afetada em relagcdo ao animal selvagem
(Nakase et al., 2003). Estudos sobre isquemia na retina mostraram que o bloqueio
farmacolégico transiente da Cx43 por peptideo mimético diminui a morte de células
ganglionares (Danesh-Meyer et al., 2012). Explantes de retinas lesadas por laser
foram submetidas a tratamento com bloqueadores de JCs, resultando em um
aumento significativo da morte celular secundaria. Comparando a incidéncia de
células em apoptose marcadas por TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated d-UTP nick end-labeling) entre animais selvagens e KO para Cx36, foi
observado aumento significativo de células TUNEL-positivas nas retinas dos ratos
KO. (Striedinger et al., 2005).

Por outro lado, estudos sobre a isquemia global perinatal revelaram aumento
do acoplamento celular com intima associacdo ao aumento da expressdo de
caspase-3 em slice de hipocampo. Apo6s tratamento com CBX (carbenoxolone,
bloqueador farmacolégico de amplo espectro) antes, durante ou 60 minutos apds a
isquemia, ocorreu diminuicdo da apoptose e consequentemente, do espalhamento
da morte neuronal secundaria (de Pina-Benabou et al., 2005). Estudos em modelo
de epilepsia mostraram que o CBX diminui a atividade epiléptica assim como a
amplitude e frequéncia das ondas elétricas no eletroencefalograma (EEG). Esses
resultados sugerem que a diminuicdo do acoplamento celular pode contribuir para a
prevencao e amenizacdao da epilepsia (Bostanci, Bagirici, 2007). O blogueio de
hemicanais de JCs por acido glicirretinico suprimiu significativamente a perda
neuronal na medula espinhal em modelo de esclerose lateral amiotréfica. Isso se
deu pela diminuicdo da liberacdo de glutamato da microglia. Além disso, observou-
se menor perda de memédria em modelo de Alzheimer (Takeuchi et al., 2011).
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A reacdo de TUNEL é amplamente utilizada como um método de identificagcao
e, em alguns casos, de quantificacdo de células apoptéticas. Nesse ensaio, a
incorporacao especifica de indicadores nos terminais de nucleotideos do DNA
fragmentado proporciona a identificacao de células que apresentam tal fenotipo
(Ben-Sasson et al., 1995). Estes resultados sugerem que o acoplamento possui um
papel neuroprotetor. Outra técnica utilizada para avaliacdo do espalhamento da
morte celular secundaria apés uma injuria € a quantificacdo de lactato
desidrogenase (LDH), enzima que catalisa a conversdo de piruvato em lactato,
liberado no meio de cultura. Quando essa enzima € liberada em grandes
quantidades sugere diminui¢do da viabilidade celular. (Keilhoff, Wolf, 1993).

A questao dos canais de Cxs contribuirem ou ndo para a morte neuronal e
nas doengas neurodegenerativas tem sido debatida hda muitos anos. Entretanto,
perspectivas de efeitos opostos envolvendo as Cxs estdo sendo discutidas e
revisadas (Giaume et al., 2007; Kirchhoff et al., 2001; Nakase, Naus, 2004;
Velazquez et al., 2003). Em geral, essa dualidade é atribuida a diferencas (i) no
modelo experimental (in vitro, ex vivo, e in vivo), ou protocolo utilizado para indugao
da morte celular, (ii) no método escolhido para alterar o acoplamento de canais de
JCs (moléculas com atividade farmacoldgica ou animais KOs), (iii) no tipo de morte
celular ou patologia investigada, e (iv) aos diferentes intervalos temporais
considerados no momento do estudo (Giaume et al., 2013).

1.6 Justificativa para o estudo

Muitos estudos sugerem a participacdo do acoplamento celular no
espalhamento da MCP frente a insultos e/ou em casos de doencas
neurodegenerativas. Geralmente sao utilizados modelos que mimetizam doencas,
como Alzheimer ou Parkinson, que acabam generalizando o dano neural,
dificultando a delimitacdo da injuria e das células saudaveis. Durante nosso
doutoramento, desenvolvemos um modelo de lesdo focal da retina que se destaca
por permitir a visualizacdo e comparacao da imunorreatividade no foco da lesao,
penumbra, areas adjacentes e regides controles em um mesmo corte histologico.
Este modelo gera gradiente de concentragdo de células em apoptose no foco da
leséo, para células saudaveis na periferia da lesdao. Desta forma, o0 modelo mimetiza

uma situagéo de trauma mecénico localizado na retina ou no SN. Explantes de retina
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possibilitam também a manipulacdo do acoplamento por diversas moléculas,
aumentando a quantidade de informag¢des que possam auxiliar no desenvolvimento
de novas terapias celulares.

A retina de pintos € um excelente modelo experimental para o estudo do SN.
Esta espécie é adaptada para a visdao diurna apresentando portanto similaridades
com o sistema visual humano, tornando assim este estudo de grande valia na
comparagéo entre aves e mamiferos. Além disso, o tamanho avantajado do olho
desses animais e sua acessibilidade faciltam o estudo de processos

neurodegenerativos e mecanismos compensatérios de reparo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Gerais

Visto que estudos sobre o papel do acoplamento celular na
neurodegeneragao ainda sdo muito controversos com relacdo ao papel pré- ou anti-
apoptoético, temos interesse em participar dos esforcos em compreender as
consequéncias de lesdes neuronais e espalhamento de morte celular secundaria.
Nosso objetivo € avaliar o possivel envolvimento das JCs, utilizando a retina como

um modelo de estudo do SNC

2.2 Especificos

1. Analisar a expressao das Cx36 e Cx43 na retina de pintos submetidos a lesao
mecanica;

2. Descrever o padrao de distribuicdo de células em apoptose que expressam as
Cxs estudadas;

2. Medir a viabilidade celular de explantes de retinas lesadas com bloqueadores e
abridores de JCs como carbenoxolone (CBX), quinina e trimetilamina (TMA);

3. Avaliar a expressdao génica de caspases 3, 8 e 9 em retinas tratadas com
bloqueadores de JCs;

4. Avaliar as mudancas no padrdao de distribuicido de células apoptéticas em
explantes de retinas lesadas tratadas com bloqueadores de JCs;

5. Avaliar as mudancas no padréao de distribuicdo de células apoptdticas em retinas

lesadas em olhos injetados com bloqueadores de JCs.
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3 MATERIAIS E METODOS

Utilizamos diferentes metodologias para determinar a expressao de Cxs
durante a degeneracdao por trauma mecéanico da retina de pintos e o papel do
acoplamento celular neste modelo de les&o aguda.

3.1 Padronizacao do modelo de lesao retiniana

Utilizamos pintos (Gallus gallus) com 10 a 20 dias de vida. Apds a aplicacao
de anestésico e relaxante muscular (quetamina e xilazina, 1:1), as lesées foram
feitas nos olhos dos animais por meio de uma agulha de insulina. Durante este
procedimento, a agulha atravessou: cornea, humor vitreo, retina, epitélio pigmentado
e esclera. Os animais foram sacrificados nos intervalos de 6 horas, 1, 3 e 7 dias p6s-
lesdo para caracterizacdo do espalhamento da apoptose e apds 1, 3 e 7 dias para
avaliacao da expressao génica e niveis proteicos. Os periodos foram escolhidos com
base em estudos de lesdo no SNC. Em 2002, Alzheimer publicou que entre 1 e 3
dias apos a lesdo temos um periodo agudo, entre 4 e 8 dias temos um periodo sub-
agudo e entdo, vem a fase de consolidacdo que ja ndo nos interessa. Apos 0s
diferentes periodos de lesdo, os animais foram sacrificados com overdose de
quetamina e xilazina, conforme as regras da Comissao de Etica em Experimentacdo
Animal do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo, e seus
olhos foram retirados. As retinas foram dissecadas para diferentes metodologias. Na
figura 7, pode-se observar o olho aberto contendo lesGes na retina, e uma retina
dissecada para experimentos funcionais. Essa figura foi publicada no artigo “A new
and reliable guide for studies of neuronal loss based on focal lesions and
combinations of in vivo and in vitro approaches.” publicado na PloS one 8:660486
em 2013, de autoria de Paschon V, Higa GS, Walter LT, de Sousa E, Zuzarte FC,
Weber VR, Resende RR, Kihara AH.
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Figura 7- Disseccao da retina para experimentos funcionais.

y

.

(A) Fundo do olho contendo lesdes pontuais na retina de pinto. (B) Imagem com maior
aumento de uma lesdo feita com agulha de insulina. (C) Retina dissecada para
experimentos funcionais onde podemos observar lesées e acumulo de epitélio pigmentado
nas regides de leséao.

Fonte: Paschon et al., 2013.

3.2 AQuantificacao da expressao génica de Cxs por PCR em tempo real

As retinas dissecadas foram homogeneizadas em 1ml de TRIzol (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) e o RNA total foi extraido de acordo com instrucbes do
fabricante e previamente descrito (Kihara et al., 2005). Apés dois passos de extracao
com cloroférmio, o RNA foi precipitado com isopropanol e o pellet foi lavado duas
vezes com etanol 70%. Ap6s secagem, o RNA foi ressuspendido em agua tratada
com DEPC e a concentracao foi mensurada por espectofotometria a 260nm. O DNA
residual foi removido utilizando DNAse | (Amersham, Piscataway, NJ, USA) de
acordo com protocolo do fabricante. A analise da expressao génica foi realizada no
Rotor Gene 6000 (CorbettRobotics Inc., San Francisco, CA) com primers especificos
para Cx36 (sense, 5-TTGGTGTTCATGTTTGCTGTCA-3’; anti-sense, 5'-
CCAGCCCAAGTGGTTCAGTT-3) e Cx43 (sense, 5-
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CTGAGTGCCATCTACACCTGTGA-3’; anti-sense; 5-TTGGACGGGACAGGAAACA-
3’) de pintinhos. O gene GAPDH, também especifico para pintinhos, foi utilizado
como controle interno (sense, 5- GGTGCTAAGCGTGTTATCATCTCA-3’; anti-
sense, 5-CATGGTTGACACCCATCACAA-3). Para cada 20yl de reagdao de
transcricdo reversa, foram misturados 4ug de RNA total com 1pul de primer oligodT
(05ug, Invitrogen), e incubado a 65°C por dez minutos. Apds resfriar as amostras no
gelo, a solugéo foi misturada com 4l de tampéao firststrand 5x, 2 ul DTT 0,1 M, 1 pl
de dATP, dTTP, dGTP e dUTP (cada um em 10mM) e 1ul de transcriptase reversa
SuperScript 1l (200 U; Invitrogen) e incubado por 60 minutos a 50°C. A reacéao foi
inativada aquecendo as amostras a 70°C por 15 minutos. Utilizamos o sistema
SYBR Green com 50% do volume total da amostra (ex: 30ul de amostra + 15ul de
SYBR Green). Todos os ensaios de PCR foram realizados da seguinte maneira:
Apés ativacao inicial em 50°C por dois minutos e 95°C por dez segundos e 60°C por
um minuto. As curvas de dissociacao foram obtidas por aquecimento das amostras
de 60°C a 95°C, a fim de avaliar a especificidade dos primers.

A quantificacdo relativa foi avaliada pelo método comparativo CT, como
previamente descrito (Medhurst et al., 2000). No calculo, o CT médio do grupo
controle é utilizado como uma constante para subtrair de todas as outras médias
empiricas. Utilizamos um N de 8 animais para os experimentos de PCR em tempo

real.

3.3 Quantificacao dos niveis proteicos por Western Blot

Retinas de pintos com diferentes idades pés-lesdo (1, 3 e 7 dias) foram
homogeneizadas em solugao Tris-HCL 25 uM contendo inibidores de protease.
Retinas contralaterais de cada animal foram usadas como controle. Utilizamos um
N=6 em cada grupo. As amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10min, € 0
sobrenadante foi coletado para dosagem pelo método de breadford (Biorad RC
DCTM Protein Assay Kit 1l 500-0122) seguindo as instru¢cdes do fabricante. As
amostras foram diluidas no tamp&o Laemmli com DDT para realizar o western blot.
70 pg de proteina de cada amostra e mais 7ul de marcador de peso molecular (Bio-
Rad, Precision Plus Protein Standards, Cat# 161-0375) foram aplicados em gel de
separagao de poliacrilamida (Bio-Rad, 40% Acrylamide/Bis Solution, Cat# 161-0148)
a 12% com gel do pente a 4%, inicialmente a 30V e aumentando gradativamente até
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110V em tampéao de corrida 1X. As proteinas foram separadas por eletroforese e
transferidas para membrana de nitrocelulose (Bio-Rad, Nitrocellulose Membrane,
Cat# 9004-70-0), que foram coradas com Ponceau (0,1%). A transferéncia foi feita
com 15V por 1h 20min na célula de transferéncia semidry (Bio-Rad, Transblot SD
Semidry Transfer Cell). As membranas foram bloqueadas em uma solugdo de
albumina 3% em PBS (Na,HPO,4 0,08M, NaH,PO4 20 uM, NaCl 50 uM e 0,1% de
Tween 20) antes de serem incubadas com anticorpo primario anti-Cx36 feito em
coelho (Invitrogen, 989584A) e anti-Cx43 feito em coelho (Invitrogen, 8441802) por
12-24 horas (4°C) em PBS contendo leite 5%. Apos lavagens em TTBS (NaCl 0,5M,
Tris-HCI 50 uM, Tween 20 0,1%), as membranas foram incubadas com anticorpo
secundario marcado com peroxidase em TTBS por 2 horas a temperatura ambiente.
O sinal das bandas foi detectado utilizando o ECL (Amersham ECL PlusTM Western
Blotting Detection System RPN2132, GE Healthcare) e filme (Kodak). Como controle
interno utilizamos o gene GAPDH. As imagens obtidas foram analisadas com o
programa Imaged.

3.4 Caracterizacao do padrao de distribuicao proteica por imuno-histoquimica

Os animais foram anestesiados e perfundidos com solugédo salina (0,9%) e
paraformaldeido (PFA) 4%. Os olhos foram pés-fixados em PFA 1% (para
experimentos com anticorpos para Cxs) e PFA 4% (para experimento de
caracterizacao da gliose reativa) em tampao fosfato 0,1M, pH 7,4 (PB) por 30-60
minutos e crioprotegidos em sacarose 30% em PB por 30-60minutos. Utilizamos um
N=3 em cada grupo. Secgbes transversais (12um) da retina foram obtidas em
criostato e colhidas diretamente em laminas de vidro gelatinizadas.

Para determinar o padrdo de distribuicdo de Cx36 e Cx43 nos diferentes
periodos pos-lesao (1, 3 e 7 dias) utilizamos os anticorpos primarios: anti-Cx36 feito
em coelho (Invitrogen, 989584A) e anti-Cx43 feito em coelho (Invitrogen, 844180A);
na concentracdo de 1:100. Os anticorpos primarios foram diluidos em 0,5% Triton X-
100 em PB e a incubacéo foi feita por 12-24 horas a temperatura ambiente. A seguir,
os cortes foram incubados com anticorpo secundario conjugado com Alexa488 anti-
coelho feito em jumento (Invitrogen, A21206) diluido 1:500 em 0,5% Triton X-100 em
PB. Finalmente, os cortes foram contracorados com DAPI 1:60.000 diluido em 0,5%
Triton X-100 em PB.
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Para caracterizar a gliose reativa apds 7 dias de lesao utilizamos o anticorpo
primario contra GFAP (proteina fibrilar glial, Sigma G3893) na concentracdo de
1:200 diluido em 0,3% Triton X-100 em PB, o anticorpo secundario utilizado foi o
ALEXA-350 anti-camundongo feito em cabra (Invitrogen, A21140) na concentracéao
de 1:500 diluido em 0,3% Triton X-100 em PB. E as camadas das retinas foram
contracoradas com iodeto de propidio (Pl) nesse caso 1:60.000 diluido em 0,3%
Triton X-100 em PB.

Controles para especificidade de marcacdo incluirdo: (1) omissdao dos
anticorpos primarios; (2) pré-adsorcdao com o peptideo imunogénico usado para a
producdo do anticorpo. A marcacgao foi considerada especifica se abolida nessas
condicoes. Em nosso laboratério alguns dos anticorpos contra Cxs ja foram testados
em retinas de camundongo KO (Kihara et al., 2006).

3.5 Avaliacao do espalhamento da apoptose por TUNEL

Laminas fixadas em PFA 4% foram lavadas 2 vezes de 10min em PB 0,05M
(pH 7,4) no agitador orbital, entdo foram incubadas em uma solugédo permeabilizante
contendo 0,1% de Triton X-100 e 0,1% de citrato de s6dio em PB 0,05M por dois min
no gelo. As laminas foram lavadas 2 vezes de 5min em PB 0,1M e incubado por 60
min a 37°C com uma mistura do kit para TUNEL (Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Germany) contendo a enzima transferase (TdT) e os nucleotideos
marcados com fluoresceina na proporcao de 1:5. Em seguida, o material foi lavado 2
vezes de 5min em PB 0,1M. As laminas reagidas foram cobertas com meio de
montagem (glicerol) e laminulas seguido de uma fina camada de esmalte nas bordas
para fixar. Finalmente, o material foi analisado em microscopio de fluorescéncia

equipado com filtro para fluoresceina.

3.6 Experimentos de dupla e tripla marcacao com TUNEL

Experimentos de dupla-marcagéao foram realizados para determinar o padréao
de distribuicdo e proximidade das células que expressam Cx36 e TUNEL. Para isso,
realizamos imunofluorescéncia simples da Cx36 como descrito acima, seguida do
ensaio de TUNEL, também descrito acima.
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Para determinar se a modulacédo de expressao proteica de Cx36 ocorreu em
subgrupos especificos de neurénios, alguns estudos de dupla marcacdo também
foram realizados. Primeiramente incubamos os anticorpos primarios e secundarios
descritos acima para Cx36 e somente depois utilizamos anti-Choline
Acetyltransferase (anti-ChAT, Millipore, AB144P) diluido 1:50 em PB com 0,3%
Triton X-100 por 12-24 horas em temperatura ambiente. Como anticorpo secundario
usamos o ALEXA-546 anti-cabra feito em jumento (Invitrogen, A21140) na
concentragdo de 1:500 diluido em 0,3% Triton X-100 em PB. Por fim, os cortes
foram contracorados com DAPI 1:60.000 diluido em 0,3% Triton X-100 em PB.

3.7 Ensaio de liberacao de lactato desidrogenase (LDH) e avaliacao da
expressao génica de caspases

Explantes de retinas lesadas com 12-24 horas de sobrevida foram incubadas
com meio de cultura (BME + glutamina + soro fetal bovino SFB) contendo PBS,
bloqueadores de JCs ou abridores de JCs por 4 horas, nas concentragdes de 50uM
ou 100uM. Os bloqueadores de JCs utilizados foram o carbenoxolone (CBX,
bloqueador inespecifico, Sigma, C-4790), a quinina (bloqueador especifico de Cx36
e Cx50, Sigma, Q-1250) e a combinacao dos dois bloqueadores (CBX + quinina). O
abridor de JCs utilizado neste estudo foi O TMA (trimetilamina, Sigma, T7,276-1).
Amostras de meio de cultura foram coletadas apés 1, 2 e 4 horas de incubagao para
quantificacao colorimétrica do LDH liberado, como medida de viabilidade celular, por
meio de kit de lactato desidrogenase (Labtest, Sdo Paulo — SP, Brasil). Os
resultados foram obtidos através da medida da absorbancia em 500nm por meio de
um biofotdmetro (Eppendorf, Santo André — SP, Brasil).

Apbés o experimento de LDH, as retinas incubadas com CBX, quinina,
CBX+quinina e PBS (apenas na concentragdo de 100uM) foram lavadas em salina e
processadas para experimento de PCR em tempo real para avaliagdo da expressao
génica de caspases-3, 8 e 9. O protocolo utilizado foi o mesmo descrio acima para
Cxs. Desenhamos também primers especificos para caspase-3 (sense, 5-
CCGGACTGTCATCTCGTTCA-3’; anti-sense, 5'-
TTTATATCCCAGCTTCATAAAAACTTCTC-3), caspase-8 (sense, 5'-
TGGGCAGGAAGTACCTATCCA-3’; anti-sense, 5-CCAGCAAGTGATTGGCAATTT-
3), e caspase-9 (sense, 5-ACCTTGGACAGCGTACTGGAA-3’; anti-sense, 5'-
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TGACACCCGAAGTAGCTTGGT-3’) de pintinhos. Como controles internos, também
utilizamos o GAPDH descrito acima.

3.8 Incubacao de explantes de retinas lesadas com bloqueadores de JCs para
quantificacao do espalhamento da morte celular secundaria

Explantes de retinas lesadas com 24 horas de sobrevida foram incubadas
com meio de cultura (BME + glutamina + soro fetal bovino SFB) contendo PBS, ou
bloqueadores de JCs (CBX, quinina ou CBX + quinina) por 4 horas, na concentracao
de 100uM. Depois deste periodo de incubacao as retinas foram fixadas em PFA 4%
e congeladas para obtengcdo de cortes em criostato para ensaio de TUNEL com o
objetivo de caracterizar o padrao de distribuicdo e espalhamento de células TUNEL-
positivas no tratamento com bloqueadores de JCs.

3.9 Injecao de bloqueadores de JCs in vivo para quantificacao do
espalhamento da morte celular secundaria

Pintos com aproximadamente 10 a 20 dias tiveram seus olhos lesados com
agulha de insulina e ao mesmo tempo foi feita uma injecdo intraocular de
bloqueadores de JCs (CBX, quinina ou CBX + quinina) na concentragdao de 500uM.
Apé6s 24 horas, os animais foram sacrificados e as retinas foram fixadas com PFA
4% e congeladas para obtencao de cortes em criostato para ensaio de TUNEL com
0 objetivo de caracterizar o padrdo de distribuicdo e espalhamento de células

TUNEL-positivas no tratamento com bloqueadores de JCs.

3.10 Analise dos resultados

Dados provenientes de analises quantitativas (por exemplo, PCR em tempo
real e contagem de células) foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
seguida de teste de Tukey, com valor de significancia igual a 5%. Além disso,
resultados foram considerados apenas quando reprodutiveis em pelo menos trés
experimentos independentes.

A analise das imagens foi feita pelo software Image-Pro Plus (Media
Cybernetics, Bethesda, MD, USA). Ap6s a separacdo dos canais (RGB) das
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imagens, realizamos dois tipos de analises: i) contagem do numero de ndcleos
TUNEL-positivos apds padronizacao apropriada do tamanho e brilho. Apds a
contagem automatica de nucleos pelo software, artefatos e background puderam ser
identificados e descartados. ii) Analises “bitmap” x—y geraram dados numéricos
correspondentes a quantidade e intensidade de pixels. Essa andlise gerou uma
matriz com valores que foi exportada para o Excel (Microsoft, Redmond, WA, USA).
Esses dados também foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguida de
teste de Tukey, com valor de significancia igual a 5%.

Os painéis contendo imagens e graficos apresentados nos resultados foram
preparados utilizando o Adobe Photoshop CS2 (Adobe Systems Inc., San Jose, CA,
USA).
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacao da expressao génica e niveis proteicos de Cxs na
degeneracao da retina por trauma mecéanico

A expressao génica e o0s niveis proteicos de Cxs sdo especificamente
regulados durante a degeneracao da retina. Detectamos transcritos de Cx36 e Cx43,
utilizando PCR em tempo real, no modelo de neurodegeneragdo por lesdo em
diferentes periodos pés-lesao (1, 3 e 7 dias). A especificidade dos primers para Cx36
e Cx43 foi testada em estudos anteriores (Kihara et al., 2008, Kihara et al., 2009) e
por analise das curvas de dissociacdo (dados ndo mostrados). Observamos perfis
diferenciados de expressao para a Cx36 e Cx43 durante a degeneragao da retina
induzida por trauma mecénico. A expressdao génica da Cx36 nao foi regulada
significativamente em nenhum periodo analisado (Fig. 10). Por outro lado (Figura
10B), observamos que a Cx43 teve os niveis de RNAmM aumentados apds 1 dia, ao
fim de 3 dias voltaram ao estado normal, e aumentaram significativamente apds 7
dias (182%, P<0,05). Analisamos também os niveis proteicos da Cx36 e Cx43 por
Western Blot (Fig. 10C). Os niveis proteicos de Cx36 diminuiram significativamente
apos 3 (223%, P<0.05) e 7 (234%, P<0.05) dias de lesao (Fig. 10 d). Por outro lado,
observamos aumento significativo da Cx43 (+27%, P<0.05) apés 7 dias (Fig. 10E).
Os niveis de beta-actina foram avaliados como controle interno (Fig. 10F).
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Figura 8- Expressao génica e niveis proteicos da Cx36 e da Cx43 apos
neurodegeneracao da retina induzida por trauma mecanico.
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Analisamos a expressdo génica das Cx36 e Cx43 na retina por PCR em tempo real,
utilizando primers desenhados contra Cx36 e Cx43 de pinto. Os resultados foram
normalizados pela média do grupo controle, e foram apresentados como expressao
exponencial (2n). (A) Observamos que o0s niveis de expressdo génica da Cx36 nao foram
alterados significativamente ap6és 1, 3 e 7 dias pos-lesdo. (B) Os niveis de RNAm da Cx43
nao alteraram estatisticamente apo6s 1 e 3 dias. No entanto, observamos regulagéo positiva
significativa apés 7 dias de lesao (182%, P, 0,05). Os niveis de proteina foram analisados
por Western blot. A densidade éptica (OD) das bandas para cada proteina de retinas
controle foi utilizada para normalizar a densidade Optica de retinas lesadas em trés
experimentos independentes realizados em duplicatas. (C) Bandas de Cx36 e Cx43 na
retina controle e lesadas utilizando anticorpos especificos. Beta-actina (42 kDa) foi usada
como controlo interno. (D) Observamos diminuigdo dos niveis de proteina da Cx36 na retina
apos 3 (223%, P < 0,05) e 7 (234%, P < 0,05) dias p6s a lesdo. (E) Por outro lado, os niveis
de proteina da Cx43 aumentaram significativamente ap6s 7 dias (27%, P < 0,05). Barras
representam erros padrdo da média. * P < 0,05 ap6s uma via seguida de comparagdes de
pares de Newman-Keuls.

Fonte: Paschon et al., 2012.
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4.2 Cx36 mantém padrao de distribuicao constante durante a degeneracao da

retina

Analisamos a distribuicado da Cx36 durante a degeneracao da retina causada
por lesdo mecanica. Retinas controles tiveram uma distribuicdo espacial semelhante
ao padrao descrito em estudos anteriores (Kihara et al., 2009), com marcacao
puntiforme na camada plexiforme interna, formando linhas horizontais. Além disso,
essa mesma marcagao puntiforme foi observada na camada plexiforme externa (Fig.
11, A-C). Apds 1 dia de lesdo, um padrao de marcacao inesperado foi observado na
camada nuclear externa, ou seja, a ocorréncia de células que expressam Cx36
foram observadas proximas do local da lesao (Fig. 11, D-F). Depois de 3 e 7 dias de
lesdo (Fig. 11, J-L), a despeito do progresso da degeneracdo, a marcacao
puntiforme de Cx36 manteve-se constante, indicando a presenca desta proteina

nestes momentos.
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Figura 9- Imunofluorescéncia de Cx36 em seccoes transversais da retina de
pinto apos les6es mecanicas.

A Control

Foi possivel determinar a distribuicdo espacial da Cx36 (verde) em retinas contracoradas
com iodeto de propidio (PI, vermelho) em retinas controle (A-C) e depois de 1 - (D-F), 3 - (G-
[) e 7-dias (J-L) da lesdo mecanica. Observamos um padrao de distribuicdo de Cx36
semelhante ao descrito em estudos anteriores nas retinas controles, com marcacao
puntiforme formando linhas horizontais na camada plexiforme interna (IPL), bem como na
camada plexiforme externa (OPL). No foco da leséo foi possivel observar um aumento da
marcacdao de Pl evidenciando nucleos de células que estdo em processo de apoptose
(setas). Em retinas com 1 dia de lesdo, observamos um padrdo de marcagao inesperado na
camada nuclear externa (pontas de seta), revelando que as células nesta camada
expressam Cx36 e se encontram préximo da lesdo. Nas retinas com 3 e 7 dias de lesao,
mesmo com O processo de generagdo, a marcagcao da Cx36 permanece puntiforme,
indicando a presenca desta proteina nestes periodos apés a lesédo. Barra de escala: 60uM.
Fonte: Paschon et al., 2012.
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4.3 Cx43 esta presente na camada de células ganglionares durante a
degeneracao da retina

Determinamos o padrao de distribuicao espacial da Cx43 na retina apds lesao
mecanica. Retinas controles mostraram um padrdo de distribuicdo espacial
semelhante ao padrao descrito em estudos anteriores (Kihara et al., 2008), com uma
clara marcagao puntiforme localizada na camada de células ganglionares, além de
uma fina marcacao puntiforme nas camadas plexiformes interna e externa (Fig. 12,
A- C). Em retinas ap6s 1 dia de lesdo, observamos um aumento da marcagéo de
Cx43 no foco da lesdo. Uma marcagcdo puntiforme diferenciada e brilhante foi
observada na camada de células ganglionares, rodeando grandes nucleos de
células. Além disso, a marcacdao de Cx43 foi observada no epitélio pigmentado,
como descrito em estudos prévios (Fig. 12, D-F). Apdés 3 dias, observamos
marcagao puntiforme de Cx43 na area de penumbra, dentro da camada de células
ganglionares e também na parte interna da camada nuclear interna (Fig. 12, G-).
Em retinas apds 7 dias de lesdo, observamos uma marcagdo menos definida, mas

puntiforme, no foco da lesdo, com um padrao bastante desorganizado (Fig. 12, J-L).
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Figura 10- Imunofluorescéncia de Cx43 em seccoes transversais da retina de
pinto apos les6es mecanicas.

Foi possivel determinar a distribuicdo espacial da Cx43 (verde) em retinas contracoradas
com iodeto de propidio (Pl, vermelho) em retinas controle (A-C) e depois de 1 - (D-F), 3 - (G-
) e 7-dias (J-L) da lesdo mecanica. Retinas controles mostraram um padrao de distribuicao
de Cx43 semelhante ao que foi descrito em estudos anteriores, com uma marcagao
puntiforme localizada na camada de células ganglionares (GCL), e uma fina marcacao,
também puntiforme, localizada na camada plexiforme interna (IPL) e na camada plexiforme
externa (OPL). Em retinas com lesdes de 1 dia, observou-se um aumento da marcagéo para
Cx43 no foco da lesdo. Uma marcacado diferenciada e mais brilhante foi observada na
camada de células ganglionares, rodeando grandes nucleos de células (setas). Notou-se
que algumas marcagdes estao localizadas no centro da imagem na area que corresponde a
GCL. Aléem disso, na parte superior da imagem, uma marcagao de Cx43 foi descrita no
epitélio pigmentado, resultado corroborado por outros estudos. Em retinas com lesdes de 3
dias, a marcacao puntiforme da Cx43 foi observada nas proximidades do foco da lesao, na
area de penumbra, na GCL (cabecas de seta), e também na parte interna da camada
nuclear interna. Em retinas com lesdes de 7 dias, observou-se uma marcac¢ao puntiforme
enevoada no foco da lesdo, com um padrdo desorganizado. Longe do foco, a
imunorreatividade da Cx43 foi observada na GCL. Escala bar: 60uM.

Fonte: Paschon et al., 2012.
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4.4 Caracterizacao da gliose reativa no modelo de lesao apods 7 dias

Foram realizados experimentos para caracterizar a gliose reativa recorrente
da lesdo na retina de pintos utilizando o modelo de lesdo proposto (Figura 9). Na
retina controle, observamos a marcagao de astrocitos na GCL e NFL e uma fraca
marcacgao vertical de células de Muller. Com a lesdo, destacou-se uma intensa
marcacao destes tipos celulares no foco da lesdo que foi diminuindo nas areas
adjacentes. Com a analise pixel a pixel foi possivel quantificar este padrdo de
resposta em um gréfico representando areas a serem analisadas neste estudo. O
pico de reatividade refere-se ao foco da lesdo, conforme a intensidade da
fluorescéncia do GFAP diminui podemos delimitar regides adjacentes a lesao e é
possivel observar até areas controles na mesma fotomicrografia.

Esse aumento da imunorreatividade do GFAP apds 7 dias ocorre
concomitantemente com o aumento da expressao de Cx43 apds 7 dias de lesdo. Ha
muito se sabe que astrécitos expressam de Cx43 no SN e que em caso de lesdes,
ocorre proliferacao glial. Provavelmente o aumento de Cx43 esteja intimamente

relacionado com essa gliose reativa decorrente da lesao.
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Figura 11- Caracterizacao de gliose reativa decorrente da lesao.

o

"Optical density
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(A) Contra coloragao das camadas nucleares da retina por Pl. A area central interrompida
corresponde ao centro da lesdo. (B) Caracterizacdo da expressao de GFAP (marcador de
células de Miiller na retina de pintos) no modelo de lesdo. O padrdao normal de expressao de
GFAP é uma marcacao de processos na GCL e NFL, com alguns processos verticais
cruzando a IPL. (C) Sobreposicao das imagens em A e B. No foco da lesdo a marcagao foi
observada em processos verticais cruzando a INL, OPL e ONL. (D) Gréfico representando a
densidade Optica da imagem mostrada em B. A andlise pixel/pixel da densidade 6ptica foi
integrada no eixo y, evidenciando a gliose reativa que ocorre em resposta a lesdo. Barra de
escala: 60uM.

Fonte: Paschon et al., 2013.
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4.5 Pico de apoptose ocorre entre 6 e 24 horas apdés o trauma mecanico

Experimentos utilizando a técnica de TUNEL foram realizados para determinar
a dindmica do processo apoptético. Detectamos nucleos apoptoéticos em retinas com
poucas horas de lesdo (apenas 6 horas apos o inicio do trauma mecéanico) (Fig. 13,
A-C), localizados principalmente no foco da lesdo. Em retinas apés 1 dia de leséo,
observamos um pico no numero de células TUNEL-positivas, localizadas
principalmente no foco da lesdo (Fig. 13, D-F). Estas células encontram-se
distribuidas principalmente na camada nuclear interna, mas também apareceram na
camada nuclear externa. Em retinas apdés 3 dias de lesdo, observamos uma
diminuicdo no numero de células TUNEL-positivas. Estas células estavam
localizadas longe do foco, na area de penumbra, evidenciando a morte celular
secundaria (Fig. 13, G-1). Em retinas com lesdes de 7 dias, observamos pouco, ou
muitas vezes nenhum, ndcleo de célula TUNEL-positiva em seccdes transversais da
retina (Fig. 13, J-L). Tomados em conjunto, estes resultados evidenciam a presenca
de células apoptéticas na area de lesdo nos periodos analisados. Além disso, os
nossos resultados revelaram que o0s nucleos apoptoéticos estdo localizados
principalmente nas camadas nucleares interna e externa e que o pico de nucleos em

apoptose ocorre 1 dia apds a lesdo mecanica.
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Figura 12- Ensaio de TUNEL em retinas com lesdes mecéanicas.

Secoes transversais de retinas lesionadas foram submetidas ao ensaio de TUNEL (verde)
para caracterizar o padrdo espacial de apoptose. As retinas foram contracoradas com iodeto
de propidio (PI, vermelho). A-C, 6h ap6s o trauma mecanico pudemos observar nucleos de
células TUNEL-positivas no foco da lesdo (setas). D-F, em retinas ap6és 1 dia de lesao,
observamos um pico no ndmero de células TUNEL-positivas, localizadas principalmente no
foco da lesdo. Estas células foram principalmente distribuidas na camada nuclear interna
(INL), mas também na camada nuclear externa (ONL). Notou-se que algumas células
localizadas na parte inferior da imagem sairam, na verdade, da INL e deslocaram-se pelo
trauma mecanico. G-I, em retinas com lesdes de 3 dias, observamos uma diminui¢do no
numero de células TUNEL-positivas. Além disso, estas células estavam localizadas longe do
foco, na area de penumbra (cabecgas de seta), evidenciando a morte celular secundaria. Em
retinas com 7 dias de les@o, observamos pouca ou nenhuma célula TUNEL-positiva. Barra
de escala: 60uM.

Fonte: Paschon et al., 2012.
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4.6 Marcacao de Cx36 foi observada nas proximidades de células apoptoticas

Nossos resultados indicam que o pico de morte celular ocorre um dia apds a
lesdo, e que as células apoptoéticas concentram-se nas camadas nucleares interna e
externa. A combinagado destes resultados com a analise da distribuicao espacial de
Cxs levou-nos a suspeitar que a Cx36, mas nao a Cx43, poderia provavelmente ter
importante participacao na degeneracdo de células da retina no modelo de lesédo
mecanica. Assim, realizamos experimentos para investigar se as células em
apoptose expressam Cx36 concomitantemente com a marcagdo de TUNEL. Com
este ensaio, detectamos nucleos TUNEL-positivo perto de marcacao puntiforme de
Cx36, indicando que as células em apoptose podem acumular Cx36 (Fig. 14A). E
importante lembrar que a Cx36 esta presente em processos de neurdnios € nao no
nucleo, por isso nao vemos co-localizagcdo das duas marcagdes. Com a ampliacao
de areas especificas, observamos uma relagdo espacial proxima entre a Cx36 e as
células TUNEL-positivas (Fig. 14, B-E). Detectamos nucleos TUNEL-positivos
localizados na camada nuclear externa, rodeados por marcacao de Cx36.
Observamos também, nucleos TUNEL-positivo ao longo da camada nuclear interna,
incluindo as células situadas tanto na margem interna e externa desta camada. Este
padrao espacial revelou que diferentes tipos de células da retina expressam Cx36

em processo de apoptose.
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Figura 13- Relacao espacial entre a Cx36 e nucleos TUNEL-positivos no foco e
penumbra da lesao.

+TUNEL+

A fim de determinar a relagao espacial entre Cx36 e nucleos TUNEL-positivos, 0 ensaio de
TUNEL (verde) foi realizado em retinas apdés 1 dia de lesdo, juntamente com a
imunofluorescéncia para Cx36 (azul) e contracoloragdo com iodeto de propidio (P,
vermelho). (A) Observamos nucleos TUNEL-positivo perto da marcagao puntiforme de Cx36,
indicando que as células apoptéticas podem acumular Cx36. Com alta ampliacdo de areas
selecionadas 1-2, observamos a estreita relagdo espacial entre a marcacdo da Cx36 e
nucleos TUNEL-positivos. (B, C) Detectamos muitos nucleos TUNEL-positivo localizados na
camada nuclear externa (setas) rodeados por Cx36. (D, E) Além disso, observamos nucleos
TUNEL-positivos ao longo da camada nuclear interna, incluindo as células localizadas na
margem externa (setas), mas também na margem interna desta camada. Este padrdo
| espacial revelou que diferentes tipos de células retinianas expressam Cx36 durante a
apoptose. Barra de escala: 50uM.

Fonte: Paschon et al., 2012.

4.7 Células amacrinas expressam Cx36 durante o processo de apoptose

Uma vez detectados nucleos TUNEL-positivos na camada INL da retina,
realizamos experimentos de tripla-marcacao para determinar se os neurbnios que
estdo em processo de apoptose expressam Cx36. Para este fim, utilizamos o
anticorpo produzido contra colina-acetiltransferase (ChAT), enzima encontrada em
neurdnios colinérgicos no sistema nervoso central. Como mostrado na Figura 15, a
Cx36 exibiu a marcacao puntiforme habitual. Na retina de pintos, o anti-ChAT marca
células espelhadas da populacdo de células amacrinas: 1) corpos de células
amacrinas localizados na camada nuclear interna, cujos processos arborizam na
subcamada 2 da camada plexiforme interna, e 2) corpos de células amécrinas

deslocadas localizados na camada de células ganglionares, cujos processos
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arborizam na subcamada 4 da camada plexiforme interna. Em estudos anteriores
observamos que a Cx36 encontra-se acumulada em processos de células amacrinas
(Kihara et al., 2009). Neste estudo, observamos a marcagdo de Cx36 em células
ChAT- e TUNEL-positivas. Estes resultados confirmaram que pelo menos uma
populacao especifica de células amacrinas expressa Cx36 durante o processo de
apoptose. Além disso, podemos observar nas setas células amacrinas ChAT-
positivas em apoptose enquanto nas cabecas de setas observamos células
amacrinas ChAT-positivas que ainda ndao entraram em apoptose por estarem
localizadas mais distantes da lesdo. Como estas células estdo acopladas, em

questao de tempo elas podem entrar em apoptose também.

Figura 14- Expressao de Cx36 em neuronios especificos durante o processo de
apoptose.

(A) A fim de confirmar a presenca da Cx36 em neurénios especificos durante o processo de
apoptose, realizamos experimentos de tripla-marcacdo para localizar simultaneamente a
marcacao de Cx36 (verde), colina acetiltransferase (ChAT, vermelho) e nucleos TUNEL-
positivos (azul) em cortes transversais de retinas apés 1 dia de lesdo. Na ampliacdo de
areas selecionadas 1 e 2, € possivel observar co-localizagdo de Cx36 e processos de
células ChAT-positivas. (B) Com efeito, a marcacao puntiforme tipica de Cx36 foi observada
nos processos de células amacrinas colinérgicas em processo de apoptose (setas). (C) Tal
como esperado, a marcacao puntiforme da Cx36 também foi observada em processos de
células ChAT-positivas que nao estavam em processo de apoptose (pontas de seta). Estes
resultados confirmaram que as células amacrinas colinérgicas continuam expressando Cx36
durante o processo de apoptose. Barra de escala: 60uM.

(B) Fonte: Paschon et al., 2012.



54

4.8 Bloqueadores de JCs aumentam a viabilidade celular em explantes de

retina

Além de determinar as alteracbes na expressao e distribuicdo de Cxs,
também estudamos o papel funcional das Cxs mediando a comunicacdo neste
modelo de degeneragao da retina. Para este fim, foram avaliados os efeitos de
bloqueadores (CBX e quinina) e abridores (TMA) de JCs em explantes de retina
(Seigel, 1999, Koizumi et al., 2007). Retinas com lesdes de 1 dia foram cultivadas
em meio de cultura e amostras do meio foram coletadas apés 1, 2 e 4 horas. Todos
0s ensaios realizados com concentragbes mais baixas (50uM) nao apresentaram
mudancas significativas na liberacdo de LDH (Fig. 16, A-D). Por outro lado, a
utilizacdo de bloqueadores de JCs na concentracdo de 100uM reduziu a liberagao
de LDH pelos explantes no meio de cultura. A incubacdo de retinas com o
bloqueador de JCs de amplo espectro CBX (Fig. 16E) teve diminuicao significativa
na liberacdo de LDH apds 4h (222,1%, P<0,01). Em experimentos realizados com
quinina (Fig. 16F), bloqueador especifico de Cx36 e Cx50, observamos um efeito
mais imediato, com poucas horas de incubacdo. Retinas incubadas com quinina
liberaram menos LDH do que os controles a partir de 1 (230,6%, P<0,01), 2
(227,9%, P<0,01) e 4h (238,9%, P<0,01). A combinacdao de CBX e quinina (Fig.
16G) também resultou na diminuicdo da liberacdo de LDH em todos os periodos
analisados, 1 (221,1%, P<0,01), 2 (220,9%, P<0,01) e 4h (216,1%, P<0,01). Por
outro lado, experimentos realizados com o abridor de JCs TMA indicaram que nao
h& mudancas significativas na liberacao de LDH (Fig. 16H).
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Figura 15- Avaliacao da viabilidade celular utilizando a quantificacao de lactato
desidrogenase (LDH) liberada pelas retinas lesionadas tratadas
com bloqueadores e abridores de JCs.
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Retinas foram removidas ap6és 1 dia de trauma mecanico binocular. Uma retina foi
condicionada em meio contendo PBS (controle), enquanto que a outra foi condicionada em
meio contendo agentes farmacoldgicos (experimental), que agem no fechamento
(cabenoxolone, CBX, quinina) ou abertura (trimetilamina, TMA) dos canais de JCs. Os
pontos do grafico indicam a quantidade de LDH liberado por retinas lesadas normalizadas
pelos respectivos controles, barras horizontais representam a média. Em alguns casos, os
pontos experimentais sobrepdem uns aos outros e/ou a barra horizontal. Foram testadas
duas concentracdes diferentes de cada agente farmacolégico, 50 e 100uM. Observamos
que ndo houve alteragdes na liberacdo de LDH em explantes de retina tratadas com (A)
CBX 50uM, (B) quinina 50uM, (C) CBX + quinina 50uM e (D) TMA 50uM. Por outro lado,
observamos diminuicao na liberagdo de LDH em retinas tratadas com bloqueadores de JCs
na concentracdo de 100uM. (E) Apds 4 horas de incubagdo com CBX 100uM, verificamos
uma reducao significativa na liberagédo de LDH (222%, P<0,01). (F) A incubagédo com quinina
100uM diminuiu a liberagcado de LDH a partir de 1h (231%, P,<0,01), 2h (228%, P<0,01) e 4h
(39%, P<0,01). (G) CBX + quinina 100uM tiveram resultados semelhantes: a libertagdo de
LDH diminuiu apés 1h (221%, P<0,01), 2h (221%, P<0,01) e 4h (216%, P<0,01) quando
comparado as retinas controles. (H) Nao observamos mudanga significativa na liberagédo de
LDH usando TMA 100uM em qualquer um dos periodos analisados. * P<0,01 em Teste T
emparelhado (n=5).

Fonte: Paschon et al., 2012.
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4.9 Bloqueadores de JCs diminuem a expressao génica de caspases durante a

degeneracao retiniana

Considerando as evidéncias de nossos resultados in vitro, decidimos
investigar os efeitos de bloqueadores de JCs na expressao génica de caspases.
Explantes de retina com lesbées de um dia foram mantidos em cultura durante 4
horas, com bloqueadores de JCs ou PBS. Apéds este periodo, as retinas foram
processadas para a técnica de PCR em tempo real. Como mostrado na Figura 18,
observamos a diminuicdo da expressdao do gene da caspase-3 em explantes de
retina cultivados com quinina (-69%, P<0,01) e CBX + quinina (-73%, P<0,01). A
caspase-8 também apresentou diminuicdo da expressdo quando incubada com CBX
(-54%, P<0,05), quinina (-58%, P<0,05) e CBX + quinina (-63%, P<0,05).
Semelhantemente, as caspases-3 e 9 tiveram diminuicdo da expressao génica
apenas quando incubada com quinina (-63%, P<0,01) e CBX + quinina (-64%,
P<0,01). Estes resultados revelaram que o tratamento com bloqueadores de JCs
diminuiram a expressado génica de ambas as caspases iniciais e efetoras, mas de
forma especifica e diferenciada. Com efeito, o tratamento com CBX afetou
principalmente a expressao de caspase-8, enquanto que a quinina afetou as outras
caspases estudadas (Fig. 17, A-D).
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Figura 16- Expressao génica de caspases em explantes de retinas lesionadas
tratados com bloqueadores de JCs.
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Retinas ap6s 1 dia de lesdo, foram incubadas com PBS, carbenoxolone (CBX), quinina
(Quin) e CBX + Quin, na concentracdo de 100uM durante 4 horas, (A) Observamos a
diminuicdo da expressao génica da caspase 3 em explantes de retinas incubadas com Quin
(269%, P<0,01) e CBX + Quin (273%, P<0,01). (b) A expressdo génica da caspase 8
diminuiu com o tratamento com CBX (254%, P<0,05), Quin (258%, P, 0,05) e CBX + Quin
(263%, P<0,05) (C) Similar a caspase 3, a expressao génica da caspase 9 diminuiu com o
tratamento com Quin (263%, P<0,01) e CBX + Quin (264%, P<0,01). Todos os resultados
foram normalizados pela média do grupo controle (PBS), e foram apresentados como
expressdo exponencial (2"). (D) A abundancia de GAPDH foi utilizada como controle interno.
Barras representam o erro padrdo das médias. * P<0,01 e ** P<0,05 vs PBS em ANOVA
uma via seguida de comparagoes de pares de Newman-Keuls.

Fonte: Paschon et al., 2012.

4.10 Bloqueadores de JCs limitam o espalhamento da apoptose in vitro

Uma vez que o0s nossos resultados indicaram que a utilizagdo de
bloqueadores de JCs aumenta a viabilidade celular em retinas lesionadas,
investigamos também se estes bloqueadores podem alterar a distribuicdo de células
em processo de apoptose. Assim, retinas apds 1 dia de ledo foram dissecadas e
incubadas com bloqueadores de JCs ou PBS por 4 horas. Apds esse periodo, 0s
explantes foram fixados e cortados em criostato para obtencado de laminas para o
ensaio de TUNEL. Tomando o foco da lesdo como referéncia, a distribuicdo de
nucleos TUNEL-positivos foi restrita em retinas incubadas com bloqueadores de JCs
(Fig. 18, A-D), embora tenhamos observado algumas variagées na distribuicdo
espacial. Para testar a consisténcia deste resultado, foram empregados dois
diferentes métodos de quantificacdo. Primeiro, tracamos um grafico do nimero de
nucleos TUNEL-positivos contados a partir de diferentes distancias do foco da leséo.
Em seguida, os dados foram submetidos a uma regressao linear usando minimos

quadrados, parametros de geragdo, como R? R e também a equagdo de primeira
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ordem (y = ax + b) para cada condicao experimental (Fig. 18, E-H). Como uma
segunda abordagem, os valores a partir da analise pixel a pixel foram submetidos ao
mesmo procedimento (Fig. 18, I-L). A analise de pixels foi utilizada para quantificar a
fluorescéncia em formato numérico, em que os valores correspondem ao brilho dos
pixels. O coeficiente angular da equacao de primeiro grau (a) foi calculado para cada
condicdo experimental (n=3), como um parametro de propagacao da apoptose.
Quanto ao numero de nucleos TUNEL-positivos (Fig. 18M), o valor absoluto do
coeficiente angular foi maior para todas as condi¢cdes avaliadas, utilizando
bloqueadores de JCs: CBX (-1,83+0,35, P<0,05), quinina (-1,90+0,26, P<0,01) e
CBX + quinina (-1,77+0,09, P<0,01), quando comparadas com PBS (-0.40+0,06). Da
mesma forma, os valores obtidos a partir da anélise pixel a pixel (Fig.18N) indicaram
que as retinas incubadas com quinina (-22,30+1,30, P<0,01) ou CBX + quinina (-
19,13+0,55, P<0,05), tiveram reducdo do brilho quando comparadas com PBS (-
6,33+2,77). Tomados em conjunto, estes resultados revelaram que a propagacao da
apoptose € reduzida quando as retinas sao tratadas com bloqueadores de JCs.
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Figura 17- Ensaio de TUNEL em explantes de retinas tratados com
bloqueadores de JCs.
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Explantes da retina foram incubados durante 4 horas com (A) PBS, (B) carbenoxolone
(CBX), (C) quinina (Quin) e (D) CBX + quinina, na concentragdo de 100uM. Cortes
transversais de explantes de retina de pinto foram submetidos ao ensaio de TUNEL para
caracterizacao do padrao espacial de espalhamento da apoptose. Em cada imagem, é
possivel localizar o foco da lesao (setas). (E-H) A fim de determinar se os bloqueadores de
JCs causaram alteragdes na distribuicdo das células em apoptose, contamos o nimero de
nucleos TUNEL-positivos localizados até 150mm de distancia do foco da lesdo. Os valores
foram calculados de acordo com a distancia do foco, e foram submetidos a regresséo linear
usando a abordagem do método quadrado, gerando parametros matematicos, como R2, R e
também equagao de primeira ordem (y = ax + b). (I-L) O mesmo procedimento foi realizado
utilizando-se os valores a partir da analise pixel a pixel. (M) Considerando a distribuicdo de
nucleos TUNEL-positivos, o coeficiente angular da equagao de primeira ordem (a) foi
calculado para cada condi¢ao experimental (n=3) quando comparado com o controle (PBS),
o coeficiente angular foi maior para todas as condigdes avaliadas, utilizando bloqueadores
de JCs (CBX, quinina e CBX + quinina). (N) Em relacdo aos valores da andlise pixel a pixel,
observamos que o coeficiente angular foi maior para quinina e CBX + quinina. * P<0,01 e **
P<0,05 vs PBS em ANOVA uma via seguida de comparacdes de pares de Newman-Keuls.
Barra de escala: 60uM.

Fonte: Paschon et al., 2012.



60

4.11 Injecao intraocular de bloqueadores de JCs afeta no espalhamento da
apoptose

Uma vez que os nossos resultados indicaram que o tratamento in vitro com
bloqueadores de JCs aumenta a viabilidade das células de retinas lesadas,
decidimos investigar se esses blogueadores também afetam a distribuicao de células
em processo de apoptose in vivo. Para este experimento, induzimos um trauma
mecanico, seguido imediatamente por injecdo de PBS ou bloqueadores de JCs.
Ap6s 1dia, os animais foram decapitados e as retinas foram dissecadas para
obtencao de cortes transversais da retina para o ensaio de TUNEL. Como resultado
geral, observamos alteracbes na distribuicdo de células em processo de apoptose
em retinas tratadas com bloqueadores de JCs. A distribuicdo de nucleos TUNEL-
positivo se apresentou de forma mais restrita em retinas que receberam injecdo de
bloqueadores de JCs (Fig. 19, A-D). Mais uma vez, foram empregados dois métodos
diferentes de quantificagdo: i) o numero de nucleos TUNEL-positivos contados a
partir de diferentes distancias a partir do foco da lesédo (Fig. 19, E-H) e ii) valores
normalizados a partir da analise pixel a pixel (Fig. 19, I-L). Observamos que o
coeficiente angular foi maior para quinina 500uM (-1,55%0,12, P<0.05) e CBX +
quinina 500uM (-1,63+0,18, P<0.05) quando comparado com PBS (-0,71£0,11). (N)
Em relacdo aos valores da analise pixel a pixel, observamos que a média do
coeficiente angular foi maior para retinas injetadas com quinina 500uM (-22,56+3,03,
P<0.05) quando comparado com PBS (-11,98+2,04). Tomados em conjunto, estes
resultados revelaram que a apoptose na retina apdés mecanica trauma é afetada por

injecOes intraoculares de bloqueadores GJ.
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Ensaio de TUNEL em retinas lesionadas com

bloqueadores de JCs.
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Imediatamente apds o trauma mecénico na retina, realizamos inje¢des intravitreo de (A)
PBS, (B) carbenoxolone (CBX), (C) quinina (Quin) e (D) CBX + quinina na concentragao de
500uM. Os animais foram sacrificados 1 dia pos-lesdo, e cortes transversais de retinas
foram submetidos ao ensaio de TUNEL para caracterizar o padrao espacial da apoptose.
Em cada imagem localizamos o foco da leséo (setas). (E-H) A fim de determinar se os
bloqueadores de JCs causam alteragbes na distribuicao das células apoptoéticas, contamos
o numero de nucleos TUNEL-positivos localizados até 150mm de distancia do foco da lesao.
Os valores foram plotados de acordo com a distancia do foco, e foram submetidos a
regressao linear para gerar parametros matematicos tais como R2, R e também equagéao de
primeira ordem (y = ax + b). (I-L) O mesmo procedimento foi realizado utilizando-se os
valores a partir da andlise pixel a pixel. (M) Considerando a distribuicdo de nucleos TUNEL-
positivos, o coeficiente angular da equagédo de primeira ordem (a) foi calculado para cada
condicao experimental (n = 3). Quando comparado com o controle (PBS), o coeficiente
angular foi maior para quinina 500uM e CBX + quinina 500uM. (N) Em relacao aos valores
da analise pixel a pixel, observamos que a média do coeficiente angular foi maior para
retinas injetadas com 500uM quinina. * P<0,05 vs PBS em comparacdes de pares de
Newman-Keuls ap6s ANOVA de dois fatores. Barra de escala: 60um.

Fonte: Paschon et al., 2012.
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Grande parte dos resultados apresentados acima foram publicadas no artigo
“Blocking of connexin-mediated communication promotes neuroprotection during
acute degeneration induced by mechanical trauma.” de autoria de Paschon V, Higa
GS, Resende RR, Britto LRG, Kihara AH (2012), publicado na PloS one 9:e45449
(ANEXO B). O resultado sobre gliose reativa na lesdo de 7 dias faz parte do artigo “A
new and reliable guide for studies of neuronal loss based on focal lesions and
combinations of in vivo and in vitro approaches.” de autoria de Paschon V, Higa GS,
Walter LT, de Sousa E, Zuzarte FC, Weber VR, Resende RR, Kihara AH (2013),
publicado na revista PloS one 8:60486 (ANEXO A).
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5 DISCUSSAO

O trauma mecénico localizado no SN resulta primeiramente em perda de
células, seguido do espalhamento da morte celular secundaria. Esse evento
secundario pode levar a uma maior perda de neurénios do que o evento proveniente
do insulto primario (Hall, Yonkers, 1989). A participacdo das JCs na morte celular
secundaria a lesdo tem sido examinada em muitas patologias incluindo o cancer
(Decrock et al., 2009; Mesnil et al., 1996). Entretanto, o envolvimento do
acoplamento celular no espalhamento da apoptose pode ser investigado seguindo
algumas premissas. Primeiro, as células devem estar amplamente e efetivamente
acopladas; segundo, as células em apoptose devem expressar Cxs; terceiro, o
modelo de estudo deve gerar gradiente de concentracao entre as células, a fim de
se comparar o foco com a penumbra e as areas adjacentes a lesdo. Sabe-se que as
células da retina sdo extensivamente acopladas por canais de JCs, formando longas
redes de comunicacéo (Bloomfield, Volgyi, 2009; Kihara et al., 2006; Kihara et al.,
2008). Com efeito, a permeabilidade dos canais e a expressdo de Cxs podem ser
moduladas em diversas condic¢oes fisioldégicas, como durante o desenvolvimento da
retina (Hennig et al., 2009; Kihara et al., 2006), mas também em resposta a
adaptacao a luz/escuro (Kihara et al., 2009). Diante destes resultados, evidenciando
a plasticidade das sinapses elétricas, direcionamos nossos esforgcos para a
regulacao da expressao de Cxs durante a neurodegeneracao aguda.

Na primeira parte deste estudo, determinamos que a Cx36 teve os niveis de
expressdao génica constante e a Cx43 teve uma regulacédo positiva e significativa
apos 7 dias de lesdo. Os niveis proteicos de Cx36 diminuiram apds 3 e 7 dias
enquanto que os niveis proteicos da Cx43 aumentaram significativamente apo6s 7
dias, seguindo um padrdo parecido com a avaliacao da expressao génica. A analise
por imunofluorescéncia revelou que, apesar das mudancas especificas na
distribuicdo espacial de ambas as proteinas, a marcagao foi observada no foco e
penumbra da lesdo sugerindo a participagcdo destas proteinas no evento
neurodegenerativo. A Cx36 n&o teve mudanga clara na distribuicdo espacial, porém
a Cx43 apresentou aumento da marcacdo € uma desorganizacdo gradativa apds
cada periodo de lesao, principalmente apés 7 dias. Coincidentemente, experimentos
para determinar a gliose reativa decorrente da lesdo, indicaram um aumento para

proteina fibrilar glial (GFAP) no foco da lesdo apds 7 dias. Possivelmente, 0 aumento



64

na imunorreatividade para Cx43 tem intima relagdo com o aumento de GFAP. Estes
achados corroboram com estudos sobre injurias no SN, que descreveram uma
definida resposta de astrécitos, consistindo em rapida proliferacéo, hipertrofia e
aumento da expressdao de GFAP, concomitantemente com a regulacao positiva da
expressao de Cx43 (Rouach et al., 2002). Essa gliose reativa esta relacionada a
funcéo das células de Muller na retina em tentar manter a homeostase e proteger os
neurdnios da excessiva liberacdo de neurotransmissores que podem ser citotoxicos
e ter efeito antioxidante em altas concentragées (Vidal et al., 2010).

No intuito de caracterizar o padrao de espalhamento da apoptose ao longo
dos periodos pés-lesdo, realizamos ensaios de TUNEL ap6s 6h, 1 dia, 3 dias e 7
dias. Observamos que no momento inicial da lesdo, ocorre principalmente morte
celular por necrose, independente de caspases, isso porque 6h apods a leséao ja
podemos observar nucleos de células apoptéticas, mas ainda em pouca quantidade
quando comparamos com lesbées de 1 dia, onde ocorre o pico de apoptose neste
modelo de lesdo. Ap6s 3 dias, a quantidade de nucleos TUNEL-positivos diminui
drasticamente e estes se encontram mais afastados do foco da lesdo indicando
espalhamento da apoptose para as areas adjacentes a lesdo. Apds 7 dias, quase
nao observamos marcacdo de TUNEL na retina lesada. Esses achados vao de
encontro com o estudo de Striedinger (2005), que fez lesdes por laser na retina e
observou um aumento gradativo de nucleos TUNEL-positivos de 2 até 24h. Estes
autores relataram que apés 2 dias ocorre diminuicao e 3 dias depois da lesdo ja nao
era possivel ver nucleos apoptéticos na regidao lesada. Mesmo considerando a
natureza distinta dos insultos, o curso temporal do espalhamento da apoptose
parece seguir padroes semelhantes.

Como o pico de apoptose ocorre por volta de 24h, escolhemos este periodo
pds-lesdo para realizar os proximos experimentos, tanto de dupla e tripla-marcacao
com TUNEL, quanto experimentos funcionais. Os experimentos de dupla-marcacao
mostraram que a Cx36 encontra-se acumulada perto de nucleos TUNEL-positivos,
revelando a presenca desta proteina nas células apoptoéticas, ou na sua vizinhanca.
Nao foi possivel observar co-localizacao porque as Cxs sao proteinas de membrana
gue ndo se acumulam nos nucleos. Experimentos de tripla-marcacdo com ChAT
confirmaram que a Cx36 esta presente em neur6nios apoptéticos e que ha células
saudaveis na vizinhanca que podem estar acopladas com esses neurdnios. Nosso
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grupo de estudo ja havia descrito previamente a expressdo de Cx36 em células
amacrinas colinérgicas na retina de pintinhos (Kihara et al., 2009).

O papel funcional do acoplamento celular pelas JCs foi avaliado com
bloqueadores e abridores farmacoldgicos, levantando questbes habituais, como a
toxicidade celular e especificidade de acdo. CBX, um bloqueador de JCs de amplo
espectro, tem sido utilizado em estudos sobre a retina, onde nenhum efeito toxico
significativo foi relatado (Kihara et al., 2010 - ANEXO C; Vaney et al., 1998). Nossos
resultados indicaram que a utilizacdo de CBX aumentou a viabilidade celular in vitro,
diminuindo o espalhamento da apoptose. CBX € um derivado sintético do acido
glicirretinico, um triterpendide  pentaciclico com diversas propriedades
farmacolégicas, incluindo agdes antivirais, antifingicas, antiprotozoario e atividade
anti-bacteriana. Além disso, sabe-se que o CBX pode atuar sobre canais de calcio
dependentes de voltagem na retina (Vessey et al.,, 2004). Para contornar este
problema, utilizamos uma classe diferente de moléculas, que também atua na
comunicacdo mediada por Cxs. A quinina, um alcaléide que blogueia
especificamente canais formados pelas Cx36 e Cx50, promove alteracdes de
permeabilidade das JCs por mecanismos distintos (Srinivas et al., 2001).
Experimentos utilizando a quinina como bloqueador de JCs no modelo de leséo por
trauma mecanico, indicaram que o bloqueio dos canais de JCs, muito provavelmente
formados por Cx36, proporciona aumento da sobrevivéncia neuronal. Na verdade, os
efeitos protetores da quinina foram observados num tempo mais curto (1h) do que
usando apenas o CBX (4h). A combinacdao de CBX com quinina resultou em
diminuicdo do espalhamento da morte celular secundaria a lesdo, tdo rapidamente
quanto utilizando somente quinina, indicando que possivelmente houve somacéao
dos efeitos e que o efeito da quinina foi mais significativo e rapido do que o do CBX.
Tomados em conjunto, estes resultados indicaram que o CBX poderia bloquear
diferentes Cxs, inclusive canais formados por Cx43 em astrdcito. Este bloqueio
poderia ter efeito neuroprotetor, considerando o espalhamento de moléculas téxicas
em altas concentracdes, como Ca®* e glutamato em um sincicio panglial. Por outro
lado, a quinina Cx36 neuronal impediria a difusdo de produtos provenientes da
apoptose para neurdnios sadios. Nossos resultados indicaram que as propriedades
bloqueadoras do alcaléide de quinina podem ser bastante Uteis, embora muito
provavelmente em situacdées especificas, distintas, como demonstradas na

neurodegeneragcdo aguda. Realizamos também experimentos com TMA
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(trimetilamina, base nitrogenada), um abridor de JCs de amplo espectro, e
observamos um aumento no espalhamento da apoptose, embora nao significativo
para as doses e tempo de acdo empregados.

Estudos sobre o bloqueio de Cxs em cultura de glioma mostraram que os
canais e hemicanais de Cxs podem atuar de duas maneiras diferentes: primeiro,
permitindo a liberagcdo de moléculas citotoxicas das células apoptdticas, que podem
se difundir no meio extracelular ou podem se difundir no sincicio panglial, formado
pelo acoplamento glial, aumentando as chances de sobrevivéncia neuronal;
segundo, levar a entrada de segundos mensageiros pré-apoptéticos em células
saudaveis ou deixar que metabdlitos essenciais saiam das células fazendo com que
estas células vizinhas ou remotas entrem em apoptose. Existe um equilibrio entre a
neuroprotecdo e neurodegeneragdo. Quando ocorre morte excessiva de células,
esse equilibrio € perturbado resultando em um dominio da apoptose sobre os sinais
de sobrevivéncia (Decrock et al., 2009). No caso da lesdo mecéanica, muitas células
morrendo podem fazer com que as células vizinhas entrem em apoptose, mas outras
células saudaveis poderiam resgatar algumas células que estariam entrando em
apoptose.

Considerando que a utilizacao de bloqueadores diminuiu a propagacao da
apoptose em um modelo de trauma mecénico agudo, pode ser de grande valia a
identificacdo de moléculas apoptéticas que foram afetadas por esses bloqueadores.
Nossos resultados mostraram que os niveis de RNAm de caspases iniciais, como a
caspase-8 foram significativamente menores no tratamento com bloqueadores de
JCs quando comparadas as retinas que foram incubadas com PBS. Para caspases
efetoras, como a caspase-9 e caspase-3, o tratamento com CBX nao alterou os
niveis de RNAm, mas o tratamento com quinina e a combinacdo dos dois
bloqueadores diminuiu os transcritos de RNAm. Esses resultados evidenciam a
diminuicdo da apoptose classica mediada por caspases nas retinas tratadas com
bloqueadores. Em geral, diversos mecanismos de degeneragao secundaria tém sido
propostos, incluindo liberacdo de radicais livres de oxigénio, alteracdo das
concentragdes de ions extracelulares, niveis elevados de glutamato e calcio
intracelular (Fujihara et al., 2008; Kermer et al., 1999; Lynch, Dawson, 1994). Em
relacdo a comunicacao direta célula-célula, a concentracdo do calcio parece ser
particularmente importante, uma vez que é classicamente associado a apoptose no

sistema nervoso, além disso, alteracbes rapidas na concentracdo de calcio
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intracelular, causadas pelo acoplamento via JCs, foram claramente demonstrados na
retina (Blankenship et al., 2011; Firth et al., 2005). A transferéncia de segundos
mensageiros facilmente difusiveis por canais de JCs, como IP3, poderia controlar as
concentracdes de calcio citosolico (Bosanac et al., 2002).

Alteracdes nos niveis de microRNAs também podem estar envolvidas na
propagacao da neurodegeneracdo e da apoptose. A passagem dessas pequenas
moléculas, com cerca de 21 nucleotideos (Saba et al., 2008, Schonrock et al., 2010),
através de canais de JCs foi verificada recentemente em células neurais
(Katakowski, Palliser, 2010). Diferencas na biogénese e degradacao destes RNAs
nao-codificantes foram observadas em células que estao sofrendo apoptose (Bail et
al., 2010). De fato, as alteragcbes na expressdo de miRNAs especificos podem
induzir apoptose por mecanismos distintos, incluindo a via dependente de caspases
(Chhabra et al., 2009). Embora especulativa esta hipétese é compativel com os
resultados apresentados neste estudo e estd sendo investigada por nosso grupo de
pesquisa.

Finalmente, realizamos as lesbes nos olhos dos pintinhos e,
concomitantemente, injetamos bloqueadores em doses mais altas (100, 250 e
500uM) para avaliar a acao dos bloqueadores in vivo. Apenas a dose de 500 pM
teve efeito significativo in vivo, pois nessas condicbes torna-se mais dificil de
controlar a quantidade de droga que chega para as células alvo. Os resultados
observados foram parecidos com o0s do experimento in vitro, mas bem menos
significativos. Isso por conta da dificuldade de controlar o experimento bem como
pela diferenca temporal do tratamento. No experimento in vitro, esperamos entre 12
e 24hs para retirar as retinas lesadas e incubar com os bloqueadores enquanto que,
no experimento in vivo, lesamos e injetamos a droga a0 mesmo tempo, com a
mesma agulha para ndo causar grandes danos aos animais, entdo apos 24hs suas
retinas foram dissecadas para a analise de TUNEL.

Em resumo, o bloqueio de Cxs neuronais parece diminuir o espalhamento da
apoptose enquanto que o bloqueio de Cxs gliais pode ter efeitos negativos. Embora
sejam necessarias mais abordagens nesse campo, estes dados podem ser de
grande valia para o desenvolvimento de novas terapias para o tratamento de lesdes
no SN.
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6 CONCLUSOES

Nossos resultados indicaram importante modulagcéo da expressao de Cxs nas
diferentes fases da degeneracdo por trauma mecéanico localizado na retina.
Observamos uma diminuicdo da expressao génica da Cx36 apdés 3 e 7 dias de
lesdo, enquanto que a Cx43 apresentou aumento da expressdao génica e proteica
apds 7 dias. A regulacdo da expressdao destes genes sugere a participacdo do
acoplamento celular em processos neurodegenerativos. Esta regulacao diferenciada
para as Cxs analisadas pode estar relacionada com a expressao destes genes por
tipos celulares especificos da retina ou caracteristicas especificas do acoplamento
provido pelas diferentes Cxs. A expressao de GFAP foi regulada positivamente apds
7 dias, coincidindo com a regulacao positiva de Cx43. A Cx36 foi observada em
células amacrinas colinérgicas em apoptose, assim como em células amacrinas
mais distantes que ainda ndo entraram em apoptose. Bloqueadores de JCs parecem
ter efeito neuroprotetor neste modelo de lesdo aguda, na concentragcao de 100uM in
vitro e na concentragcdo de 500uM in vivo. A quinina ou a combinagédo de CBX e
quinina, parecem ter uma acao mais rapida e eficaz em comparagdo com o CBX,
tanto na diminuicao da liberacdo de LDH quanto na diminuicdo da expressao génica
de caspases iniciais e efetoras, além da diminuicdo da quantidade de células
TUNEL-positivas.

Desta forma, nossos resultados mostram que as Cxs podem ter efeitos
distintos na neurodegeneracao/neuroprotecao dependendo do tipo celular, modelo
de neurodegeneracdo mais generalizada ou focal gerando gradiente, modo como as
JCs sao inibidas ou bloqueadas. Mais importante, nossos resultados indicam que o
bloqueio de JCs pode ajudar na busca de novas terapias contra o espalhamento de
células em apoptose, processo comum as diversas doencas neurodegenerativas.
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