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RESUMO

Para um melhor entendimento dos efeitos do processo de envelhecimento sobre o
cérebro, o estudo da caracterizacado das moléculas, e sua variacdo com a idade é
de grande interesse. Atualmente sabe-se que a proteina prion celular (PrP°) é
ligante de STI1 (stress inducible protein 1), e este fato é responsavel pela acdo de
neuroprotecdo. Neste estudo realizou-se a avaliacdo de STI1 em cérebros jovens
e senis de camundongos BALB/c e humanos. Também foram analisadas as
estruturas cerebrais isoladas: hipotdlamo, hipocampo e cortex. Os camundongos
jovens utilizados no experimento tinham 22 dias, e 0S senis 22 meses. As
estruturas cerebrais humanas foram obtidas de um lactente de 2 meses de idade,
com morte ndo relacionada ao encéfalo, e de um senhor de 71 anos com morte
natural, cedidas gentiimente pelo IML de Curitiba-PR. Avaliadas as proteinas
separadas em SDS-PAGE sendo, aplicadas com a mesma massa e validadas por
immunoblotting com anticorpo anti-g actina e anti-Hsp70, analisou-se a diferenca
de expressao de STI1 por immunoblotting, empregando anti-STI1. Os resultados
obtidos demonstram que ha diferenca na expressao entre jovens e senis tanto em
camundongos quanto em humanos. E a diferenca existe também nas estruturas
sendo diferentes em cada uma delas. Tendo STI1 a funcdo de neuroprotecédo e
neuritogénese a diminuicdo que ocorre pelo envelhecimento compromete o

funcionamento cerebral.
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ABSTRACT

A better understanding of the molecular events of aging in the brain clearly implies
the characterization of molecules down or up regulated during this complex
process. Recently a cellular prion protein (PrPc) ligand — STI1 (stress inducible
protein 1) was implicated with neuroprotection and neurite outgrowth, both induced
by distinct signaling pathway. Here we intended to evaluate STI1 protein
expression level in both young and aged brains from mouse and human donors.
Protein extracts from cortex, hypothalamus and hippocampus from young (one
month) and aged (20 months) BALB/c mice were resolved by SDS-PAGE and
analyzed by immunoblotting employing an anti-STI1 antibody. Human brain
structures were obtained from necropsies of an infant boy (2 months old) and a
senile man (71 years old). Equal protein load was demonstrated by immunoblotting
with anti-beta actin and anti-HSP-70 antibodies. The immunoblotting analyses
showed that STI1 protein levels are down regulated in hypothalamus and cortex of
old mice. Furthermore we observed a decreased STI1 protein expression in all
analyzed regions in aged human brain, including parietal cortex, frontal cortex,
hypothalamus and hippocampus. In contrast, HSP70 expression levels were
modified neither in new nor in old mouse and human brains. Aging decreases STI1
protein expression. Since STI1 is involved with neuroprotection and neurite
outgrowth, and both processes are pivotal during development and maintenance of
central nervous system, STI1 down expression may be responsible for neuronal

decline observed during aging.
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1. INTRODUCAO

1.1. Dobramento protéico, chaperonas e co-chaperonas

A maguinaria de sintese protéica é dividida em varias etapas de igual
importancia, comec¢ando na transcricdo dos genes codificadores, formando o RNA
mensageiro, o qual tem por funcéo transmitir a informacao contida no DNA para
formacdo das proteinas. O RNA mensageiro é traduzido pelos ribossomos
presentes no citoplasma ou no reticulo endoplasmatico rugoso, que anela-se ao
RNA transportador. Este, por sua vez, esta ligado a um aminoacido especifico
proporcionando assim a aproximacdo dos aminoacidos, que através de uma
variedade de proteinas sintases, formam uma cadeia de residuos de aminoéacidos
(GOLDING & COX et al. 2006).

Apés a traducdo do RNA mensageiro, uma proteina necessita de
dobramentos das cadeias polipeptidicas para a formacdo das estruturas
secundarias, terciarias e quaternarias, as quais sao intimamente ligadas a
localizacao e a funcéo da proteina sintetizada (YON, 1997).

A estrutura de uma proteina recém sintetizada pode adquirir varias
conformacdes. Este fato é devido a estéreo quimica da cadeia polipeptidica que
pelo numero de residuos aminoacidicos, cada um pode formar até oito angulos
distintos. Isto é, a cada residuo presente na cadeia polipeptidica, esta pode tomar
até oito direcdes possiveis, determinados pelos tipos de ligacdo. Em geral toda
molécula, de qualquer proteina, adota uma unica conformacdo chamada de
estado nativo, sendo que para maioria das proteinas o estado nativo € a
conformacao mais estavel (BRANDEN & TOOZE, 1999).

Estando com a estrutura estavel a molécula protéica pode ou nao
estar funcional. Por exemplo, proteinas que dependem de co-fatores, como ATP
ou NADH, para executar suas funcbes, tem a conformacdo da estrutura
modificada em presenca dos co-fatores. Cessando a atuacdo do co-fator a

proteina volta a assumir uma conformacdo mais estavel, mas néo funcional. Por
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outro lado existem proteinas, como algumas do citoesqueleto, que sao
constitutivamente funcionais, ndo necessitando de co-fatores (LESK et al., 2001).

Para a estrutura protéica recém sintetizada chegar ao seu estado
nativo é necessario a acdo de co-fatores e outras proteinas que possibilitem o
dobramento da estrutura na forma correta. Testes in vitro de renaturacdo de
proteinas demonstraram que somente as informagcBes presentes na estrutura
primaria — sequéncia aminoacidica - ndo é suficiente para um dobramento correto
da estrutura (ZHANG et al., 2002).

Estes dobramentos sao feitos com auxilio de chaperoninas, as quais
atuam na formacdo da conformacdo protéica. As chaperoninas sdo complexos
protéicos formados pela juncdo de chaperonas durante o dobramento protéico,
acelerando e mantendo a eficiéncia do processo de dobramento (HARTL &
HAYER, 2002). As proteinas auxiliares chamadas de chaperonas possuem este
nome devido ao termo inglés chaperons, que designa uma jovem senhorita que
acompanha damas idosas, sendo estas assistidas quase todo tempo pelas
chaperons.

Define-se chaperona a molécula protéica que estabiliza proteinas
sem conformacao ou parcialmente dobradas, e chaperonina é definida como uma
proteina que auxilia no dobramento da molécula. Também é dado o nome de
chaperonina o complexo protéico responsavel pelo dobramento. (HARTL &
HAYER, 2002). As chaperonas possuem em sua estrutura molecular regides que
permitem a ligacdo a proteinas, havendo uma preferéncia pelas proteinas sem
conformacdo definida. Estas regides na molécula sdo expostas quando as
chaperonas estédo ligadas a ATP, formando um bolsdo hidrofébico, onde sera
acoplada a proteina que deve ser dobrada. Apds a hidrolise do ATP, ligado a
chaperona, em ADP, o bolsdo hidrofébico fecha-se dobrando a proteina ali
acoplada, que é imediatamente liberada (LESK et al., 2001).

Este processo ocorre logo apos a sintese da cadeia polipeptidica
pelos ribossomos no citoplasma e no reticulo endoplasmatico rugoso. Este fato
diminui a probabilidade da conformacado protéica ser dobrada erroneamente, ou

haver agregacado da cadeia polipeptidica (ZHANG et al. 2002).
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As chaperonas sédo fatores de grande importancia na sintese
protéica acumulando varias fungbes, como auxilio na nova sintese protéica,
rearranjo dos oligbmeros protéicos e protecao contra os efeitos do stress celular.
Também participam da degradacdo protéica via lisossomal em procariotos e via
ubiquitinagdo em eucariotos, como ilustra a figura 1 (PARSSEL, et al., 1994;
KORNITZER & CIECHANOVER, 2000).

Originalmente identificadas como proteinas super expressas (“up-
regulated”) sob condigbes de stress por calor, as chaperonas sao descritas como
proteinas de choque térmico (Hsps) e sao classificadas e nomeadas pela massa
molecular (MORAN 1996; MAISNIER-PATIN et al. 2005).

Entretanto, nem toda chaperona foi descrita por stress térmico e
nem toda proteina denominada Hsp identifica uma chaperona. Dentre as
chaperonas destacam-se as Hsp70 e Hsp90, as quais participam funcionalmente
de varios processos intracelulares e sao foco de varios estudos, sendo as mais
descritas atualmente (KIM et al., 2006).

A perda da eficiéncia ou comprometimento do processo de
dobramento de proteinas recém sintetizadas, e também proteinas que perderam
sua conformacdo, compromete a homeostase intracelular. A quebra da
homeostase intracelular deve-se ao fato das proteinas nédo estarem funcionais, o
gue compromete o evento bioldgico que a proteina iria atuar (HENDERSON et al.
1996).

Falhas na formacédo da estrutura protéica causam problemas como
perda de funcdo de proteinas e/ou acumulo, como ocorre nas patologias de
Creutzfeld Jacob, Gerstmann-Straussler-Scheinker, Kuru e doenca degenerativa
espongiforme (PRUSINER, 1998). Isto se deve as caracteristicas conformacionais
da molécula protéica, que se alteradas inutilizam a molécula, além da
possibilidade de gerar uma resisténcia a protedlise com conseqiiente acumulo.
Este acumulo protéico anormal refere-se como inclusdes amiléides, que
desencadeiam uma série danos, 0s quais podem levar o individuo a morte.

A primeira descricdo de encefalopatia espongiforme em humanos foi
feita sobre uma doencga degenerativa do SNC, na década de 60, que estava

causando a morte de individuos de uma etnia papua na Nova Guiné. A
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sintomatologia da doenca era muito proxima a doenca Creutzfeld-Jacob, porém a
ocorréncia era em mulheres jovens e criancas, pesquisando a semiologia da
doenca concluiu-se que a pratica do ritual canibalismo de ingerir o encéfalo dos
individuos mais velhos estava sendo a principal causa dessa desordem.
(GAJDUSEK & ZIGAS, 1969).

Outra das patologias que apresentam estas caracteristicas
semelhantes ao kuru, a nova variante de CJD (nvCJD) e a doenca pridnica, a qual
contaminou recentemente individuos humanos sadios, pela ingestao continua de
carne bovina de animais portadores de BSE (encefalopatia espongiforme bovina).
Estes animais possuiam a proteina prion na forma alterada (Prion Scrapie —
PrP®%), a qual ndo possui a conformacéo original da proteina prion celular. Esta
caracteristica conferiu ao PrP*® a auséncia de funcédo e resisténcia a protedlise via
lisossomo e proteossoma (MANSON et al.,2006; FASANO et al., 2006). Devido a
uma mudanca de uma regido de alfa- hélice para folha beta folha pregueada
durante a conversdo da molécula PrP° para PrP®¢, que por conseqiliéncia leva a
inativacdo de funcdo, gerando acumulo protéico em inclusbes amilGides
distribuidas no SNC. Supde-se que a deposicdo do material insolivel seja um dos
fatores responsaveis pelos danos no funcionamento das areas adjacentes no
SNC, levando o paciente a ter convulsdes, perda da capacidade cognitiva e
finalmente perda da capacidade sensitiva, conduzindo o individuo a 6bito apos um
longo tempo de sofrimento (RONGA et al., 2006). Alguns autores na literatura
argumentam que a neuro degeneracdo observada em doencas pribnicas seja
consequiéncia da perda de funcdo da PrP° apds sua conversdo em PrP* . Neste
contexto as principais funcbes descritas do PrPc como neuroprotecéo,
neuritogénese e modulacdo do efeito da SOD (superéxido dismutase) ficariam
comprometidas quando ha conversdo do prion celular para forma scrapie.
(CASTILLA et al., 2006; LOPES et al.,2006). A enzima superoxido dismutase atua
sobre radicais superéxidos produzidos durante algumas reacdes oxidativas. Os
anions superoéxidos sdo altamente reativos e necessitam ser desdobrados em
peroxido e agua para ndo causarem danos as moléculas préximas formando

adutos de oxigénio.
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A conformacdo protéica € uma importante caracteristica estrutural da
molécula, conferindo funcéo e localizacdo. Para avaliar se h4 ou ndo problemas
no dobramento protéico, € necessario um controle de qualidade das proteinas
recém sintetizadas, para ndo haver producdo e acumulo de proteinas ndo
funcionais. Este controle de qualidade é executado pelas chaperoninas, as quais
auxiliam o dobramento, e se este estiver errado a propria chaperonina, que
executa o dobramento, marca a molécula protéica com uma etiqueta de ubiquitina.
Esta insercdo de ubiquitina marca a molécula para ser destruida via proteossoma,
ndo havendo assim acumulo. Porém algumas proteinas que ndo estdo em seu
estado nativo devido a defeito no dobramento néo séo ubiquitinadas, isto ocorre
pelo comprometimento das chaperoninas, as quais executam esta funcéo
(KORNITZER & CIECHANOVER, 2000).
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Figura 1. llustracdo demonstrando os processos onde atuam as chaperonas, citando Hsc70
(Hsc70 sinbnimo para Hsp70) e Hsp90, seus ligantes e algumas co-chaperonas como a Hop
— Hsp90 organizing protein, um sindnimo para STI1. S&o citadas as principais fun¢des das
chaperonas e alguns processos onde elas agem. As principais fungbes sdo: dobramento de
proteinas, dobramento e associagdo de proteinas e protec@o de proteinas. Estas funcdes estdo
intimamente ligadas a eventos bioldgicos, como: controle da sinalizagédo celular, reconhecimento
celular (célula-célula e célula-matriz extracelular), degradacéo de proteinas (processamento de
proteinas), controle do ciclo celular e sinalizagdo celular. (Adaptado de
www.cnb.uam.es/.../index_html.jpg-fig/image)
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Para a perfeita funcionalidade do complexo chaperonina e sua
estabilizacdo sdo necesséarias moléculas acessorias as Hsp’s chamadas co-
chaperonas, as quais tém por finalidade estabilizar e modular a fungdo do
complexo chaperona durante o dobramento de moléculas protéicas recém
sintetizadas. Além disso elas atuam no redobramento de moléculas que perderam
a conformacao por mutagéo ou fatores do micro ambiente, como stress. (CAPLAN,
2003).

A descricdo de co-chaperonas esta baseada nas moléculas que
interagem com as Hsp70 e Hsp90, porém as co-chaperonas nédo interagem
apenas com Hsp70/90 para desempenhar sua fungcéo. As co-chaperonas podem
interagir com um grande numero de familias de proteinas de diferentes func¢des ou
mesmo outras Hsp’s. Além da participacdo das co-chaperonas no processo de
dobramento de novas proteinas, pouco se sabe sobre outras possiveis fungoes,
entretanto parecem estar relacionadas com sinalizacao celular e fosforilacdo de
proteinas (PRODROMOU, et al.1999).

A funcdo mais conhecida das co-chaperonas é impedir a agregacéo
de cadeias polipeptidicas recém traduzidas. Tal funcdo implica na estabilizacdo do
complexo Hsp70/Hsp90 coordenando a sequéncia de dobramento correto da
molécula alvo. Muitas co-chaperonas nao ligam-se diretamente a sua “proteina
cliente”, mas apenas exercem uma agao reguladora sobre as chaperonas. Esta
acao pode ser através de catalise da ligacdo de nucleotideos, hidrolise ou
alteracdes conformacionais nas Hsps (FRYDMAN, 2001).

A interacdo das Hsp70/90 com as co-chaperonas € especifica e bem
coordenada com a sequéncia de eventos do dobramento protéico, sendo que o
complexo chaperonina tem a capacidade de reconhecer regifes especificas das
cadeias polipepticas, as quais serdo moldadas, tendo assim um papel de
facilitadoras do dobramento (FRYDMAN, 2001).
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Figura 2. Representacdo da estrutura da Hsp70 sendo ativada por ADP ligando-se a
seqliéncia aminoéacidica a ser dobrada e Hsp40. Este complexo Hsp70/Hsp40/seqliéncia a ser
dobrada liga-se com a Hsp90 que consome uma molécula de ATP para finalizar o dobramento da
sequéncia.
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Figura 3. Representacdo do complexo Hsp70/Hsp90 e suas interagcdes com outras
chaperonas e co-chaperonas para desempenho das principais fun¢des: dobramento
(folding) e degradacdo. Nota-se que para a formac¢@o dos maquinarios de dobramento e
degradacdo h& participacdo da Hsp40, sugerindo que as fungbes e atividade da Hsp70 sejam
moduladas por Hsp40. No maquinéario de dobramento um dos ligantes é HOP (outra sigla para STI-
1), a qual recruta Hsp90.

Ja foi descrito na literatura mais de 100 co-chaperonas presentes em
mamiferos, as quais interagem com diversos parceiros e possuem multiplas
funcbes. E possivel caracterizar dois grupos distintos de co-chaperonas a partir da
presenca dos dominios J e tetratricopeptideo, sendo estes as regides da molécula
responsaveis pela interacdo com as outras proteinas (CAPLAN, 2003).

A presenca de dominios J e tetratricopeptideo em uma molécula
caracteriza que, quando funcional (ligada a ATP) estd molécula possui a
capacidade de ligar-se a outras proteinas. Estes dominios formam a regido da

molécula a qual forma a parte interna do bolsdo hidrofébico, onde ligam-se
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proteinas, como demonstra a figura 2 na representacdo da Hsp70. Mas a principal
caracteristica destes dominios é a capacidade de preferir ligar-se a proteina sem
conformacdo (BLATCH & LASSLE, 1999). A estrutura molecular destes dominios
€ a caracteristica que promove tais interacdes, a figura 3 mostra um esquema de
uma regido TPR indicando os locais de possivel ligacdo de proteinas.

Avaliando-se o genoma de diversos mamiferos pode se observar
uma frequéncia relativamente alta do dominio J em 70 familias de proteinas, e do
dominio tetratricoptideo em mais de 100 ocorréncias, sugerindo que estes
dominios sdo esséncias para interacdo entre proteinas. Uma vez que Hsp70/90
interagem com tais dominios pode se inferir que estas chaperonas possam
participar de muitos processos bhiolégicos.(BLATCH & LASSLE, 1999).

Figura 4. Representacdo esquematica da estrutura do dominio tetratricopeptideo.TPR 1, TPR
2 e TPR 3 representam os trés co-peptidios em sequéncia formando o tricopeptideo (A) que
serd acoplado a mais trés iguais formando o dominio tetratricopeptideo (B).

A primeira caracterizacdo de funcdo de Hsp70 foi relatada em
modelo procarioto, em um estudo que analisava a interacao entre a proteina DnaJ
— proteina membro da familia das Hsp40 — e ATPase chamada GrpE que catalisa
a troca de aminoacidos em proteinas de E.Coli. (LIBERETEK, et al 1991).

Este dado foi complementado com os estudos do grupo de Hartl que
mostravam a fungédo de chaperona para DnaJ. Os dados relatados corroboravam
ao modelo ja aceito, o qual polipeptideos recém sintetizados ligavam-se a DnaJ e
recrutavam DnaK. A DnaK é uma proteina que estabiliza a capacidade da DnaJ
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em catalisar ATP em ADP formando assim DnaK-ADP, sendo que esta ultima
possui uma grande afinidade por peptideos sem conformacédo. A demonstracdo
desta sequéncia (Figura 4) de interacGes foi possivel pela ligacdo da GrpE que
enfraquecia a afinidade entre a DnaK e o polipeptideo cliente resultando na
dissociagdo do complexo e o ndo dobramento do polipeptideo (LANGER, et al
1992; FRYDMAN, et al 2001).

(D Dnad binds to the (2) DnaJ stimulates ATP
unfolded protein hydrolysis by DnaK.
and then to DnaK. DnaK-ADP binds tightly
2P to the unfolded protein.

(] ;
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release of ADP.

Figura 5. Esquema demonstrativo da abordagem utilizada por LANGER et al. 1992 para
estabelecer a seqiéncia de eventos do dobramento de uma proteina recém sintetizada sem
conformacé&o.(Adaptado de LANGER et al. 1992).

Estudos sobre Hsp90 relacionados a co-chaperonas demonstraram
gue cada co-chaperona apresenta uma funcéo distinta, a qual pode ser alterada
por interacdo com tipos diferentes de chaperona (PEARL & PRODROMOU, 2001).
A presenca de dominio tetratricopeptideo (TPR), na molécula de co-chaperona,
indica que esta pode ligar-se a mais de uma chaperona ao mesmo tempo.

A identificacdo de dominios J e TPR em diversas proteinas a partir
da utilizacdo dos bancos de dados, sugerem que proteina em questdo pode atuar
como uma co-chaperona. Entretanto é dificil afirmar que moléculas que possuam

estes dominios sejam capazes de interagir in vitro e in vivo a chaperonas.
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Além disso, as co-chaperonas podem possuir fun¢des bioldgicas independentes
aquelas relacionadas as chaperonas. Por exemplo, a interacdo entre chaperonas,
principalmente Hsp70 e Hsp90 que participam de varios processos intracelulares,
como transducdo de sinal e acdo sinérgica sob a SOD — superodxido dismutase.
(FREEMAN &YAMAMOTO, 2002 ; SAKUDO et al. 2005).

A Tabela 1 (CAPLAN, 2003) descreve a funcdo de varias co-

chaperonas e sua capacidade de interacdo com Hsp70/90.

Interagéo com Possivel funcéo relacionada

Co-chaperona | Hsp70 | Hsp90

Hsp40 o Catalisa hidrélise de ATP ligada a Hsp70

GrpE o Troca de nucleotideos de mitocondrias e
procariotos

Bagl ¢ Fator de troca de nucleotideos

Fesl1/SIs1 o Fator de troca de nucleotideos

Hip ® ¢ TPR estabiliza Hsp70-ADP

Hop ® ® TPR conecta e modula Hsp70 e Hsp90

Chip ® ® TPR, Ubox, ubiquitina ligase

Tom70 ® () TPR, importacdo em de pré-proteinas
mitocondrias

FKBP52/51 ® TPR, peptidil prolil isomerases

Cyp40 o TPR, proteina fosfatase

PP5 o TPR, Miosina conformacéao

Cnsl o O Envolvida com folding de proteina quinase

Cdc37 O @) Envolvida na maturagéo de clientes Hsp90 em
estagio avancgado

p23 o @) Estimulacédo da Hsp90 ATPase

Ahal/Hchl

Tabela 1. Esta tabela apresenta uma série de co-chaperonas descritas na literatura relacionando,
suas interacdes com as chaperonas Hsp70/90, fato este que caracteriza uma co-chaperona. As
siglas utilizadas para as co-chaperonas sd&o as empregadas pelos autores que primeiro
descreveram as proteinas. As fungbes citadas sdo as realizadas quando as co-chaperonas
interagem com Hsp70 e/ou Hsp90. e - testadas e comprovadas por ensaios in vitro e in vivo; O -
fungBes hipotéticas e possiveis interacdes com Hsp70/90 descritas por andlise de banco de dados
dos motivos encontrados na andlise da sequéncia de DNA. ATP- adenosina trifosfato; ADP
adenosina difosfato; TPR — repeticdo de dominio tetratricopeptideo e ATPase — Adenosina
trifosfatase.
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Dentre as vérias fungbes citadas das co-chaperonas a funcéo
reparadora de proteinas que perderam sua conformacdo é um indicativo da
importancia das chaperonas e, principalmente co-chaperonas, em processo de
stress. Este processo é de causa multifatorial e cumulativo sobre proteinas.

Neste contexto, as proteinas que sofreram algum tipo de modificacdo
estrutural tornam-se novamente clientes das chaperonas as quais redobram a
molécula danificada com a finalidade de recuperar sua funcionalidade
(SANGSTER et al. 2004).

O processo de redobramento (re-folding) da molécula protéica pode
ocorrer também quando a proteina sintetizada contém um erro inato de
conformacao. Estes erros podem ser uma regido alterada da cadeia polipeptidica
por interacdo de um ou mais aminoacidos de forma errada ou por falta de
direcionamento correto das chaperoninas. As mudancas estruturais das proteinas
mal formadas alteram suas func¢des, sendo este o principal fato que ativa o
redobramento (SHACTER, 2000; STADTMAN & LEVINE, 2003). Com o auxilio
das chaperonas e co-chaperonas estes erros podem ser minimizados
estabilizando a funcéo protéica (ESTRUCH 2000; GASCH et al. 2000).

Esta capacidade de recuperacdo de moléculas protéicas foi
mostrada por emprego de leveduras mutantes que geravam proteinas termo-
sensiveis, as quais alteravam a conformacéo em sitios especificos da proteina, os
guais modulavam sua funcdo. Quando as leveduras eram expostas a temperatura
mais elevada, algumas proteinas especificas perdiam a conformacdo, e as
chaperoninas entravam em acdo recuperando as proteinas, dando uma
conformacao estavel a estas, minimizando assim os efeitos do stress (BOBULA et
al. 2006).

Apesar da grande quantidade de informacédo existente sobre as
chaperonas, pouco se sabe sobre as fun¢des das co-chaperonas. A participacao
co-chaperonas em processos que envolvam ou ndo as chaperonas precisa ser

melhor investigada.
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1.2. STI1 — Proteina de stress e co-chaperona

Em 1989 NICOLET e CRAIG descreveram uma proteina
acessoria as chaperoninas deixando evidente a necessidade da participacédo de
uma co-chaperona que interage entre Hsp70 e Hsp 90 a fim de estabilizar o
complexo. A esta co-chaperona foi dado o nome de STI1 — Stress Inducible
Protein 1, visto que a mesma foi identificada como tendo expressao aumentada
em condi¢cOes de stress por temperatura em modelo experimental de leveduras
(NICOLET e CRAIG,1989).

Tem sido descrito na literatura que as co-chaperonas atuam
mediando a funcdo de algumas chaperonas, especialmente Hsp70 e Hsp90.
MORISHIMA et al. (2000) demonstraram a importancia das co-chaperonas em
estado de stress térmico e pela primeira vez descreveram a STI1 como co-
chaperona ligando a Hsp70 e Hsp90 em levedura Saccharomyces cerevisae. VAN
DER SPUY et al. em 2001 isolaram e expressaram a proteina STI1 em sistema
heter6logo, gerando STI1 recombinante, a qual possibilitou ao grupo a
caracterizacao da proteina. Também demonstraram a existéncia de STI1 na forma
monomerica e dimérica, o que poderia facilitar na funcdo de organizacdo do
complexo Hsp70/90 (VAN DER SPUY et al., 2001)

A proteina STI1 contém 3 dominios tetratricopeptidios em seqiiéncia,
sendo que cada um destes dominios sdo formados por 34 residuos de
aminoacidos formando duas alfa-hélice. Os dominios TPR dispostos na molécula
de STI1 permitem sua ligacdo a cauda carboxi terminal na sequéncia EEVD das
Hsp70/90, as quais ligam-se ao centro dos trés dominios TPR (ODUNUGA et al.
2004; SMITH, 2004).

Um estudo de bioinformatica realizado por ALKEN (2005) demonstra
gue o gene codificador de STI1 é bem conservado entre leveduras, camundongo,
rato e humano e com pequenas alteracdes em plantas. A conservacédo do gene
codificador para STI1 em diversas espécies sugere que a participacdo de STI1 em
diversos processos bioldgicos seja relevante. Processo de dobramento de
proteinas, um dos quais participa ativamente a STI1, que acontece em todos 0s

tipos celulares dos diversos tecidos, demonstra a ampla expressao de STI1 nas
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células.Também por outro lado a atuacao de STI1 nos diferentes tipos celulares e
de organismos diferentes pode-se comparar 0os mecanismos de dobramento
protéico, devido a esta semelhanca. Acredita-se que a STI1 esteja presente em
varias espécies pela sua participacdo no processo de dobramento de proteinas
recém sintetizadas, processo o qual ocorre de forma similar em diversos
organismos.

Estruturalmente, a STI1 e outras co-chaperonas homdlogas séo
definidas pela presenca de motivos tetratricopeptidicos repetidos um ap6s o outro,
formando um dominio de ligacdo a outras proteinas. (BLATCH et al., 1999). Varios
trabalhos inferem uma funcéo de simples ligante entre Hsp70 e Hsp90 durante o
modelamento protéico. (ZHANG et al., 1997; SMITH et al., 1999; MORISHIMA et
al., 2000; CHANG et al., 1997; CHANG et al., 2002). No entanto, existem trabalhos
gue demonstram a atuacdo de STI1 independe da Hsp90, como aqueles que
descrevem STI1 como um ligante de proteina prion celular (PrPc) (ZANATA et al.,
2002 ; CHIARINI et al., 2002). Nestes trabalhos a interacdo se STI1-PrPc estaria
envolvida com neuroprotecdo de neurénios da retina de camundongos neonatos
através da ativacao da proteina quinase dependente de AMP ciclico (PKA).

Outra funcdo da proteina STI1 € na navegacdo neural, sendo
responsavel por emissdo de neuritos em cultura primarias de neurénios
hipocampais. Quando STI1 recombinante era adicionada ao meio de cultura, os
neurdnios em cultura que expressavam PrPc na membrana celular emitiam
neuritos em direcdo a STI1, por ativacdo da via da proteina quinase mitogénica
ERK1 (LOPES et al., 2006).

SAKUDO et al. (2005) descrevem uma possivel funcdo de STI1
associada ao PrPc na protecéo celular sob condicdes de stress oxidativo, induzido
por agentes oxidantes, particularmente geradores de radicais superéxidos.
Aparentemente a STI1 atuaria como ativadora sinérgica da SOD — Superéxido
dismutase - quando ligada a PrPc. O aumento da atividade da SOD diminui a
concentracdo do anion superoxido, pela dissociacdo em peréxido e agua. O anion
superéxido é muito reativo e causa danos oxidativos as biomoléculas da célula.

Além disso a possibilidade de ambas as proteinas STI1 e PrPc
(ZANATA et al., 2002 ; CHIARINI et al., 2002) serem fosforiladas e transmitirem
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sinais anti-apoptéticos pode estar relacionada a protecéo celular observada. Por
outro lado o PrPc é um ligante de STI1 e reservatorio intracelular de ions cobre e
zinco, necessarios para o funcionamento da SOD (superdxido dismutase) , e estes
jons s&o liberados quando ha interacédo entre STI1 e PrPc. ions estes que atuam
como co-fatores na ativagcdo da SOD (superdxido dismutase) (SAKUDO et al.,
2005).

A distribuicdo intracelular de STI1 € bastante discutida, visto que a
proteina esta expressa aproximadamente 90% no citoplasma, 6% ligada a uma
proteina de membrana e aproximadamente 4% no nucleo (KIM et al.,2005).
Recentemente, STI1 foi descrita por LONGSHAW et al. (2004) movendo-se
dinamicamente do citoplasma para o nucleo e atuando no complexo de transcricao
(ZENG et al., 2003).

Em uma revisdo apresentada por SOTI e CSERMELY em 2002 é
citada a importancia das co-chaperonas, em especial a STI1, como proteinas
protetoras do stress por possibilitar uma sintese de novo de proteinas danificadas
ou consumidas durante o estado de stress. Alguns dados da literatura
(SANGSTER et al. 2004) sugerem que diversas neuropatologias — e.g.: doenca de
Alzheimer, doenca de Parkinson, Huntington e doencas relacionadas a prion —
possuam origem na diminuicdo ou perda de funcdo das chaperonas e co-
chaperonas.

Soti e Csermely (2006) descrevem as chaperonas como chaves da
rede intracelular, sendo suas funcdes intimamente ligadas com o0s principais
eventos bioldgicos que ocorrem dentro da célula: divisdo celular, transducao de
sinal e sintese protéica.

Os eventos bioquimicos que ocorrem na célula sdo alterados quando
envelhecemos devido a uma perda da capacidade da célula de responder aos
estimulos do ambiente. Tal fato ocorre devido a danos exteriores a célula e/ou
uma desregulacdo dos sinalizadores intracelulares que passam a ter uma baixa
afinidade por seus alvos causando uma diminuicdo das atividades intracelulares e
provocando uma perturbacdo na transmissdo de outros sinais (SOTI &
CSERMEKY, 2006).
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Durante o envelhecimento o corpo sofre danos causados pelo stress,
apresentando efeitos cumulativos. Um dos sistemas que mais sofre os danos do
stress é o sistema nervoso central, o qual perde gradativamente suas funcdes
conforme o envelhecimento, que afetando-o de forma multifatorial, e com
mecanismos ainda ndo completamente elucidados. Por ser formado por células
gue possuem uma baixa taxa de reposi¢do, como 0s neurfnios, os efeitos do
stress sobre o SNC é de se supor serem mais agressivo, quando comparados a
outros tecidos (TERMAN & BRUNK, 2004.)

1.3. Envelhecimento

Uma das obsessbes mais antigas do homem €& vencer o
envelhecimento, porém para combater-se o inimigo € necessario conhecé-lo, o
gue no caso do envelhecimento ndo € uma tarefa simples e precisa, visto que a
primeira etapa de discernir o novo, o processo de envelhecimento e o do € velho
pode nédo ter um resultado concreto quando isto € aplicado a nivel molecular.

Consegue-se definir um individuo velho pela sua aparéncia e por seu
tempo de permanéncia no ambiente, mas isto ndo se aplica as moléculas por que
muitas vezes sua duracdo no ambiente é tdo curta quanto sua sintese, ou tao
longa e sem alteracbes caracteristicas quando comparada as outras que
impossibilita uma distin¢céo fidedigna.

Contudo sabemos que envelhecemos e as moléculas com nos
também envelhecem ao longo do tempo, perdendo suas funcbes, com
consequente diminuicdo da manutencdo da homeostase corpérea.

O processo de envelhecimento é descrito na literatura com um dano
continuo e com velocidade variavel, que compromete todo um sistema em seus
diversos processos, a partir de multiplos fatores. Os danos cumulativos resultantes
do stress, o qual, apés um determinado tempo, gera um colapso que inviabiliza
todo sistema.(CHEVION et al., 2000).
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O dano gerado pelo envelhecimento as moléculas protéicas altera
suas caracteristicas fisicas, como estrutura e localiza¢do. Este processo ocorre de
forma gradativa e desordenada até levar a morte celular (KOHEN & NYSKA,
2002).

Todos os eventos que causam dano sdo conseqiéncia de stress. Ha
varios tipos de stress, tais como, térmico, oxidativo e mecéanico, que geram danos
especificos em moléculas alvo dentro da célula. Por exemplo, o stress por
temperatura atinge uma classe de moléculas, como proteinas do dobramento, da
membrana celular e algumas enzimas. Mas os efeitos dos diferentes tipos de
stress podem agir em conjunto, tornando o dano ainda maior (CHEVION et al.,
2000).

O stress oxidativo € um dos multiplos fatores do envelhecimento que,
por ser diretamente responsavel por danos as proteinas a partir das alteracdes
produzidas pelos radicais livres, os quais atuam de forma danosa ao equilibrio das
reacdes intracelulares quando em concentracdes desfavoraveis.

Os radicais livres sdo produtos de reagdes bioquimicas intracelular
ou extracelular em estado normal do metabolismo celular. Um exemplo de uma
cadeia de reacdes que gera muitos radicais livres é a respiracao celular, que
durante a cadeia de transporte de elétrons gera varios tipos de radicais livres os
guais atuam sobre outras moléculas tornando possivel o transporte de elétrons. A
respiracdo celular € fundamental para a manutencdo metabdlica da célula. O
processo de respiracdo, apesar de vital possui um lado que é negativo, pois a
cada ciclo do processo ha geracéo de dano a célula por oxidacédo de biomoléculas
a qual pode ser ou néo reversivel (SANCHEZ et al., 2002).

A oxidacao por radicais livres é quase sempre irreversivel, podendo
a molécula alterada ter perda ou diminuicdo de sua funcdo. Muitas moléculas
acumuladas séo externalizadas pela célula formando placas e agregados em
areas anexas as células. Exemplos largamente conhecidos de danos oxidativos
incluem processos de oclusédo vascular, em casos de gorduras e colesterol ou
reacdes inflamatorias locais, como no caso do figado patolégico ou fibrose peri-
hepatocitica, a qual impede as células de executar suas fungbes e absorver
nutrientes do meio (HUMPHRIES et al., 2006).
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A oxidacao de proteinas € produto da reagdo do oxigénio em formas
altamente reativas, como: oxigénio singleto, oxidos, superoxidos, hidroxilas e
peréxidos, que uma vez produzidos reagem rapidamente com moléculas proxima
por possuirem caracteristica de moléculas instaveis e AG favoravel a reacéo
(potencial de reacdo com energia suficiente para ocorrer a reagdo). Estas
moléculas, também conhecidas como espécies reativas de oxigénio, sdo produtos
naturais do metabolismo e podem gerar um estado de desequilibrio da capacidade
oxidativa-redutora da célula descrita na literatura como estado redox (STADTMAN
& BERLETT, 1998). O estado redox da célula € um equilibrio entre reacdes de oxi-
reducédo e seus produtos e subprodutos gerados intra e extracelular, os quais
participam dos eventos biolégicos celulares como fatores moduladores da funcéo
celular .

Um desequilibrio do estado redox da célula interfere em muitos
eventos intracelulares como transducéo de sinal, sintese protéica e metabolismo
celular. A presenca de molécula oxidantes em grande concentracao leva a célula a
um estado de stress, devido as alteragcdes causadas no ambiente intracelular
como ruidos (perturbacdes) na transducdo de sinal, instabilidade da membrana
celular por oxidacao de lipideos formadores da membrana, oxidacdo de proteinas
gue pode gerar a agregacdo e deposicdo de proteinas, as quais ndo estando
funcionais causam danos cumulativos a célula (HUMPHRIES et al., 2006).

A oxidacdo de moléculas no ambiente intracelular pode ocorrer em
acidos graxos de cadeia longa e carboidratos, indisponibilizando estes para o
metabolismo e homeostase da célula. O produto dos lipidios oxidados mais
comum é 2-hidroxi-4-noneal, mais conhecido pela sigla HNE, este age diretamente
sobre as enzimas mitocondriais prejudicando a formacdo de moléculas de ATP e
NADH e consequentemente diminuindo a producdo de energia pela célula
(FLOYD & HENSLEY, 2002). Sabendo que boa parte do SNC é revestido por
lipidios, como a bainha de mielina, com funcdo de isolamento e protecdo na
transmissao de sinal neural, a oxidacao dos lipidios gera dano nédo so intracélula
como extracélula causando um stress maior ao SNC e provocando alteracdes em
sua funcéo (ZARKOVIC, 2003).
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As regides mais oxidadas das proteinas, geralmente sdo 0s grupos
funcionais da molécula e dominios com modificacdes pds-traducionais. A oxidacao
destas regibes se da por introducdo de aminoacidos precursores previamente
oxidados a cadeia polipeptidica ou a reacdo da molécula protéica com espécies
reativas de oxigénio. Alguns aminoacidos tem maior facilidade de oxida¢cao, como
aqueles que possuem anéis aromaticos como fenilalanina e a tirosina, além de
alguns aminoécidos alifaticos contendo enxofre tais como a metinona ou a
cisteina. As alterac6es causadas a molécula protéica podem ser a desnaturagéo,
guebra da cadeia polipeptidica ou alteracdo conformacional da estrutura,
ocasionando ligacbes cruzadas entre proteinas e formacdo de agregados
protéicos. Além disso, pode causar a interacédo inespecifica dos grupos funcionais
das proteinas com acidos graxos poli-inssaturados e alguns carboidratos
(TERMAN & BRUNK, 2008).

Os adutos de proteinas (proteinas com conformacéo alteradas por
oxidacdo) podem causar a alteracdo na conformacdo da molécula protéica
gerando moléculas antigénicas, que se reconhecidas pelo sistema imune levam a
uma reacao auto-imune com concomitante perda celular. Alguns tecidos podem
ser necrosados por acao do sistema imune quando ha concentracédo de proteinas
imunogénicas nestes tecidos. Acredita-se que algumas patologias tenham origem
na alteracdo de proteinas com formacdo de imundgenos do proprio paciente,
causando uma reacdo imune significativa sobre as células que expressam estes
antigenos e uma acao disseminada sobre os tecidos (SHACTER, 2001). Um
exemplo de patologia que pode ser iniciada por este mecanismo € a esclerose
multipla. Esta neuropatologia que é diagnosticada pela presenca de anticorpos
contra a bainha de mielina, gera episodios de convulsdo e déficits neurologicos
atribuidos a desmielinizacdo da substancia branca do SNC, como resultado de
auto-imunidade (GILGUN-SHERKI et al., 2004).

A oxidacao de proteinas e formacéao de amildides nas células ocorre
como um circulo vicioso, visto que o stress oxidativo gera alteracdo nas proteinas
e as proteinas alteradas geram stress oxidativo quando estas ndo sdo degradadas
via proteossoma ou lisossomo formando precipitados ou placas amildides

intracelulares, como no caso do peptideo B-amildide presente em células do SNC.
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Este peptideo é gerado por oxidacdo de um metionina na posi¢cdo 35 da cadeia
peptidica da proteina B-amiléide, alterando a por¢cdo C-terminal pela perda de
conformacado protéica. Esta alteracdo gera toxicidade a molécula e deposicdo
desta em neurdnios (BUTTERFIELD, 2002).

Outra alteracdo prejudicial a célula é a oxidagdo ou nitrificacdo de
proteinas envolvidas na homeostase do célcio intracelular, principalmente em
proteinas como a calmodulina e a Ca-ATPase, levando a célula a uma disfuncéo
nos processos de producdo de energia e metabolizacao, devido o célcio ser co-
fator de muitas reacdes intracelulares. Este desequilibrio também gera um stress
funcional que induzem as células a apoptose (SQUIER, 2001).

Durante o processo de envelhecimento o stress oxidativo ocorre em
todo o organismo de forma disseminada e pouco controlada, visto que o dano
causado muitas vezes nao pode ser reparado totalmente, sendo desta forma
cumulativa e sinérgica a outros processos, que envolvidos no envelhecimento
provocam danos tais que aceleram a perda de fungdes vitais. Contudo o stress
oxidativo pode ser modulado para causar minimos danos ao organismo. Uma
reducdo dos efeitos oxidativos sobre células em cultivo demonstrou que a
viabilidade e o tempo de vida das células aumentaram significativamente por meio
de adicdo de anti-oxidantes em meio de cultura das células (STADTMAN &
LEVINE, 2003).

Uma das vias de modulacdo do stress oxidativo € a remocédo de
proteinas oxidadas via proteossomo especifico. O proteossomo 20S reconhece
proteinas com alteracdes na conformacédo e proteinas oxidadas, que na maioria
das vezes estdo ubiquitinadas. A ubiquitinacdo de proteinas é um processo
comum dentro da célula, que tem por finalidade de remover proteinas que se
acumulam e reaproveitar proteinas que perderam a funcdo devido a alteracdes
conformacionais. Este processo envolve gasto de energia, 0 que seria
desfavoravel a célula, porém o resultado final do processo induz uma melhor
transducdo de sinal intracelular e evita possiveis geradores intracelulares de
radicais oxidativos (SQUIER, 2006).

Dentro do contexto de envelhecimento relacionado ao stress, JIANG

et al., 2000 descrevem uma analise comparativa entre camundongos jovens e
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senis para varios RNAs mensageiros de proteinas encontrados no cérebro, sendo
dividido em trés principais regides: Hipotalamo, Hipocampo e Cortex. Os
resultados indicaram uma menor expressao de RNA mensageiro para STI1 em
animais adultos envelhecidos, quando comparados a animais jovens dentre outras
proteinas, nas regides de Hipotdlamo e Cortex.

Perante esta informacdo, foi sugerida a hip6tese de que um
decréscimo na transcricdo do RNA mensageiro da STI1 deveria levar a diminuicao
na sintese desta proteina. A diminuicdo na concentracdo de STI1, explicaria parte
da perda de algumas das funcdes do cérebro durante o envelhecimento, a luz das
funcbes desempenhadas pela STI1 nos processos biologicos, tais como
neuroprotecdo (ZANATA et al., 2002), neuritogénese (LOPES et al., 2006) e co-
chaperona (NICOLET et al., 1994).
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo investigar a diferenca da expressao protéica de
STI1 no sistema nervoso central de camundongos jovens e senis, procurando

correlacionar tal diferenca sob uma perspectiva oxidativa.

Objetivos Especificos

-Analisar comparativamente a expressao de STI1 presente em extratos de
hipotalamo, hipocampo e cortex entre camundongos jovens e velhos e em duas
amostras de cérebro humano.

-Avaliar comparativamente a quantidade de STI1 em linhagens celulares
imortalizadas submetido a stress oxidativo induzido por peroxido de hidrogénio.
-Comparar a distribuicdo de STI1 pelas estruturas do cérebro de camundongos

jovens e senis.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Para andlise da proteina STI1 utilizou-se 16 camundongos da linhagem
Balb-C cedidos pelo biotério da UFPR sendo 8 animais velhos, com
aproximadamente 23 meses de idade pesando aproximadamente 25g e 8 animais
novos com 21 dias de idade pesando aproximadamente 16g.

A manipulacdo e ortotanasia dos animais seguiu as orientacdes do Comité
de Etica em Pesquisa Animal da UFPR e a ndémina veterinaria vigente, sob o
protocolo n° 113/2005

3.2. Procedimento Experimental

3.2.1 Avaliacdo em extrato total de cérebro murino

Para avaliacao inicial de STI1 foi realizada uma quantificacdo de STI1 em
extrato total de cérebro de um camundongo velho e um camundongo novo,
seguindo os seguintes passos (MARTINS et al., 1997): remoc¢édo e maceracado do
cérebro murino em tampéao de lise (1% de Triton X100® e 1% de NP40® como
detergentes, 10mM de Phenantrolina, 50mM de PMSF, 200mM de EDTA, 50mM
de NEM, 200mM de lodoacetamida e 100mM de Benzamidina, como inibidores de
protease, diluidos em tampédo PBS), durante 15 minutos em aparato de Potter,
sendo posteriormente centrifugado a 13000g por 15 minutos a 4°C com a
finalidade de remocdo de debris, em seguida recolhido e aliquotado o
sobrenadante para a quantificacdo da concentracéo de proteina total pela técnica
de Bradford (BRADFORD, 1976) em placa de 96 pocos com reagente Bradford
Biorad®, espectrofotometricamente lido em 595nm. Seguindo com posterior
separacdo de 50, 100, 150ug de proteina total em SDS-PAGE com gel de
acrilamida 10% (LAEMMLI,1970) em aparato Mini-PROTEAN 3, Biorad®.
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Terminada a separacdo eletroforética procedeu-se a técnica de Western
Blotting (TOWBIN et al., 1979). Foi realizada a transferéncia das proteinas para
uma membrana de nitrocelulose (Hybond ECL Amersham Pharmacia®) a fim de
fixar as proteinas na membrana e poder identificar a proteina de interesse — STI1
— por reconhecimento com anticorpos especificos contra STI1.

Anticorpos anti-rSTI-1 foram obtidos a partir da imunizacdo de coelhos
neozelandeses com His6-rSTI-1 purificada em coluna de NTA-Ni-Agarose. Estes
anticorpos foram fornecidos na forma de imunoglobulinas purificadas pelo
fornecedor Bethyl Co. (USA).

A transferéncia foi realizada em aparato Mini-PROTEAN 3, Biorad® pela
técnica de eletrotransferéncia submersa em tampéo de transferéncia (39mM de
glicina (Merck), 48mM de Tris, 0,037% de SDS e 20% de metanol) a uma baixa
temperatura por 1 hora com voltagem constante de 100V.

Obtida a membrana de nitrocelulose esta foi lavada com agua destilada por
dois minutos, com a finalidade de remover o excesso de SDS do tampédo de
transferéncia, logo depois corada com corante Ponceau (Sigma®) em solucdo de
1% de &acido acético (Sigma®) para certificacdo da fixacdo das proteinas na
membrana de nitrocelulose. Entdo a membrana foi lavada com tampédo TBST
0,05% (120mM de NaCl, 20mM de Tris e 0,05% de Tween 20) por 15 minutos e
incubada com uma solucdo de bloqueio contendo leite desnatado a 5%(Molico,
Nestlé®) em tampédo TBST 0,05% por 1 hora a temperatura ambiente.

Logo apds o blogueio da membrana, esta foi incubada com uma solucéo de
anticorpo primario anti-STI1(Bethyl Co.), em leite desnatado a 5% em TBST 0,05%
(1:2000), sendo incubada por 16 horas a temperatura de 4°C sob agitacdo. Em
seguida foi lavada a membrana com tampao TBST 0,05% durante 10 minutos,
repetiu-se a lavagem por 3 vezes. Entdo a membrana foi incubada com uma
solucdo de anticorpo secundario anti-lgG de coelho (1:2000)(Peroxidase Goat
Anti-Rabbit Ig Pharmigen®) por 1 hora a temperatura ambiente.

Apés uma nova série de lavagens, revelaram-se as membranas com
substrato adequado para reacdo quimioluminescente (Amersham-Pharmacia®).
Um filme radiografico (Kodak®) foi exposto a membrana até obtencdo do sinal

adequado.
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3.2.2. Anélise de STI1 em estruturas do cérebro

Para a andlise das estruturas isoladas foi empregado uma lupa de
dissecacdo e material cirargico apropriado (MARTINS et al., 1997).

Ap6s a obtencdo dos encéfalos procedeu-se dessecacdo das
estruturas em banho de gelo para evitar a protedlise inespecifica que ocorre nos
tecidos pés mortem. Para separacdo das estruturas cerebrais seguiu-se pela
remocédo do cérebro da caixa craniana, este foi colocado sobre uma placa de Petry
em banho de gelo, onde se removeu o cerebelo por separacdo do plano de
dessecacédo cortex-cerebelo; colocado o Hipotalamo para cima, este foi removido
com auxilio de uma espatula pontiaguda; seguiu-se a dessecac¢do do cortex com
micro pin¢a passando-a no plano de dessecacao entre hipocampo e cortex logo
abaixo e a direita da separacéao dos hemisférios cerebrais. Logo apos foi realizado
0 processamento do tecido para extrato de estruturas, com emprego de tampao
lisante acrescido de inibidores de proteases (1% de Triton X100® e 1% de NP40®
como detergentes, 10mM de Phenantrolina, 50mM de PMSF, 200mM de EDTA,
50mM de NEM, 200mM de lodoacetamida e 100mM de Benzamidina, como
inibidores de protease, diluidos em tampéao PBS).

Separadas as estruturas cada uma foi macerada separadamente em
tampéao de lise para obtencédo do extrato, conforme o procedimento ja descrito no
experimento anterior. As avaliacfes feitas por Western Blotting seguiram 0 mesmo
método ja descrito, porém a concentracao de proteina aplicada por poco no gel foi
de 75ug.

Os extratos obtidos foram estocados por 24 horas em freezer -20°C
para a conservacdo e remocdo de possiveis precipitados protéicos formados
durante o processamento do tecido.

Para separacéo eletroforética foi utilizado aparato Mini-PROTEAN 3,
Biorad® e um gel de poliacrilamida a 10% de concentracgéo.

As estruturas cerebrais humanas citadas sdo de doacado do Instituto
Médico Legal de Curitiba no Servico de Verificacdo de Obito. Estas estruturas
vieram de encéfalos retirados com propdsito de autopsia e seriam dispensados

como devido. Sob supervisdo do patologista de plantdo as estruturas foram
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removidas de dois encéfalos de cadaveres com morte natural, sendo um de
aproximadamente 2 meses de idade e outro com 71 anos de idade.

As amostras foram gentilmente cedidas sob condi¢des legais para
enriquecer os dados do estudo.

Conhecendo a molécula de STI1 com peso molecular de 66KDa e
seguindo as recomendacbes do fabricante do aparato de eletroforese, foi
empregado um marcador de massa molecular de proteinas. Realizou-se a
separacdo por massa molecular das proteinas presentes no extrato das
estruturas. Logo apds a resolucdo protéica foi transferido e fixado em
nitrocelulose, o que permitiu a utilizacdo de anticorpos para reconhecimento da
proteina.

O anticorpo anti-STI1 reconhece a proteina na diluicdo de 1:5000, o que
demonstra a especificidade do anticorpo.

Para revelacdo da reacdo de anti-STI1 empregou-se anti-lgG de coelho
marcada acoplada a peroxidase. O substrato da peroxidase utilizado foi o luminol

gue oferece uma resolucdo de qualidade na revelacao.

3.3. Analise de STI1 em linhagens celulares imortalizadas em
cultura sob condices de stress oxidativo

Para estabelecer uma relacdo entre a proteina STI1 e stress oxidativo,
principal fator do envelhecimento, foram realizados experimentos com células de
neurablastoma humano (SH-SY5Y — ATCC n°CRL-2266) .

Para o cultivo de células SH-SY5Y foram seguidas as orientacdes da
manipulacdo recomendadas pela ATCC — American Type Culture Collection: meio
50 % EMEM e 50% HAM-F12 suplementado com 10mM de piruvato, 10mM de
NON (meio de cultura neuro basal), 10mM de Glutamina e 10% em volume de
Soro Bovino Fetal para expansao em estufa de CO, a 5%, com umidade acima de
85% e temperatura 37,5°C. Para o subcultivo utilizacdo de 0,25% (p/v) de tripsina
em solugéao de PBS-EDTA (PBS com 0,53mM de EDTA).
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As células foram subcultivadas em placas de 6 pocos (TPP® GmbH,
Switzland) em niimero de 2.10° células/poco e mantidas por 24 horas até a troca
de meio. Apds 48 horas de cultivo, as células estavam em um nimero aproximado
de 4.10° quando se adicionou meio de stress: peréxido de hidrogénio nas
concentracfes de 1; 10; 25; 50; 100 uM ao meio MEM sem suplementos as placas
testes e mantendo duas placas controles, apenas com meio MEM sem
suplementos.

Aos controles foi adicionado o mesmo volume de células e meio de
cultura sem agente oxidante.

As células ficaram em cultivo com os devidos meios de recuperacgdo por 24
horas. Terminado, as células foram lavadas com PBS por trés vezes e em seguida
adicionou-se 400ul de tampéo de lise (PBS acrescido de 1% e NP-40 e inibidores
de protease Complete - Roche®), o qual foi mantido por 15 minutos. Com auxilio
de um cell-scrapier, as células foram removidas das placas e lisadas. O lisado
celular foi transferido para um eppendorf de 1,5ml e centrifugado a 13000g por 15
minutos a 4°C. Entdo procedeu-se a dosagem de proteina total por Bradford, com
reagente Bradford Biorad® (BRADFORD, 1976).

A andlise comparativa dos lisados celulares pelo método de Western
Blotting foi realizada do mesmo modo como ja citado no item Andlise de STI1 em

estruturas do cérebro.

3.4. Afericdo da massa aplicada nas linhas do gel de SDS-PAGE

Para confirmacao da aplicacdo da mesma massa em todas as linhas do
gel, com intuito de ndo haver diferencas na concentracdo de STI1 devido a
aplicacdo de diferentes massas, utilizou-se a marcacdo de proteinas que nao
estivessem alteradas, pelo envelhecimento ou por stress oxidativo. As proteinas
escolhidas foram a B-actina, proteina do citoesqueleto, como proteina “house
keeping”; Hsp70 que nado se altera durante o envelhecimento e proteina prion
celular. Estas duas ultimas proteinas foram testadas, devido a sua interacao direta

com STI1, porém nao estavam alteradas servindo de proteinas “house keeping”. U
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Neste experimento de afericAo empregou-se 0 anticorpo monoclonal anti-
B Actina marca Sigma®, anticorpo monoclonal anti-Hsp70 marca Sigma® e anti-
PrPc, obtido no laboratério de neurobiologia por imunizacdo de camundongos
knockout para PrPc com PrPc recombinante. Estes anticorpos foram aplicados
sobre as membranas ja reveladas contra STI1.

3.5. Comparacao da distribuicdo de STI1 nas estruturas cerebrais
de camundongos jovens e senis por emprego de
imunohistoquimica

A técnica de imunohistoquimica empregada foi a marcacdo de STI1 em
cortes anatdmicos de cérebros de camundongos jovens e senis nos planos sagital
e coronal. Para execucédo utilizou-se 3 camundongos jovens e 3 senis, dos quais
retirou-se o encéfalo e separou-se o cerebro. Este foi congelado em criostato
CM3050 e incluido em OTC (meio de inclusdo para cortes congelados) e cortados
a 8um de espessura, tanto no corte sagital quanto no coronal. Este cortes foram
montados sobre l|aminas vidro sinalizadas com Organo Silano Merck® e
bloqueadas com solucdo de bloqueio do kit Envision Pro - DAKO® conforme
indicacbes do fabricante, entdo foram lavadas com PBS a 10°C e postas em
camera umida. Entdo as laminas foram cobertas com 500 ul de solucéo de PBS-
BSA com anti-STI1 (Bethyl Co.) na proporcéo 1:2000 e deixados por 2 horas. Logo
apos as laminas foram lavadas com PBS-BSA a 10°C e incubadas com a solucéo
do polimero do kit, para revelacdo da imunohistoquimica, por 30 minutos. As
laminas foram lavadas com PBS-BSA a 10°C e os cortes foram cobertos com o
substrato do kit para revelagdo por 3 minutos. As laminas entdo foram lavadas
com PBS a temperatura ambiente e montadas com laminulas e Enthelan -
Merck®. Apos a secagem do Enthelan as laminas foram observadas em
fotomicroscopio Olympus FD520, no aumento de 4x com objetivas plano
cromaticas e luz difusa, o qual permitiu a captura de imagens que deram origem

ao resultado.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISE QUANTITATIVA DE STI1 EM CAMUNDONGOS JOVENS E SENIS

Procurou-se neste trabalho fazer uma abordagem comparativa da
expressao protéica de STI1 no SNC de camundongos. Tal iniciativa foi baseada
em resultados da literatura que apontam para uma diminui¢cdo de quatro vezes na
guantidade relativa de RNA mensageiro para esta proteina no hipotalamo de
camundongos senis quando comprados a jovens (JIANG et al.,2005).

Inicialmente foi utilizado o extrato total do encéfalo de animais jovens
(maximo 24 dias) e senis (entre 22 e 25 meses de idade). Nestes experimentos
procurou-se estabelecer a melhor massa total de proteina do extrato que poderia
ser aplicada no gel de poliacrilamida visando resultados consistentes e confiaveis.
Esta padronizacdo € necessaria uma vez que excesso de proteina poderia
mascarar pequenas diferencas de expressao como consequéncia da saturacao da
reacdo gquimioluminescente. Outro parametro importante é a concentracdo dos
anticorpos empregados, 0s quais nao devem ser limitantes, porém nao devem
estar demasiadamente concentrados, pois neste Ultimo caso poderdo gerar
grande sinal de fundo.

Apesar de ter sido descrita uma diferenca de RNA mensageiro em
uma estrutura especifica do cérebro, o hipotalamo (JIANG et al.,2005), foi utilizado
0 encéfalo total nestes primeiros experimentos apenas como varredura inicial das
amostras e reagentes que seriam empregados nesta dissertacao.

Para os camundongos jovens foi decidida a idade de 22+2 dias,
devido a critérios de formacdo do encéfalo (JIANG et al., 2005). J& para os
camundongos senis optou-se por utilizar animais com mais de 22 meses devido a
média etaria de estes animais ser de 25 meses.

Em um experimento tipico foram empregadas trés massas distintas
de extrato total de encéfalo de camundongos novos e senis (Figura 1). Foi
empregado apenas um animal de cada idade e as massas escolhidas foram, 50,
100 e 150 pg totais de proteina. Para controle de reagdo foi utlizado o

sobrenadante da fragdo 30% de saturacao de sulfato de aménio do extrato total de
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encéfalos de camundongos adultos. Este processo concentra boa parte da STI1
na fracdo soluvel da preparacdo devido as caracteristicas bioquimicas da
molécula (MARTINS et al.,1997).

O resultado da reacdo de Western Blotting esta apresentado na
figural e apresenta uma tendéncia qualitativa da diminui¢cdo de STI1 nas amostras
dos animais senis frente aos jovens. Também foi estabelecido que a massa total
adequada de extrato a ser aplicado por linha estava entre 50ug e 100ug de
proteina.

Obtidos os resultados iniciais 0os ensaios foram conduzidos em
direcdo da expressao de STI1 nas estruturas cerebrais separadamente, visto que
cada estrutura desempenha uma funcédo especifica e as alteracbes sobre estas
levariam a diferentes efeitos no individuo. Além disso, no caso do RNA
mensageiro, foi observada diferenca apenas no hipotalamo, assim a utilizacdo de
extrato total poderia estar mascarando diferencas de expressdo entre regides

encefalicas distintas.

Controle Jovem Senil

66 — | W B SR S i T —

50ug 150Qug 50ug 10Qug 150pg 50ug  10Qug 150upg

Figura 6. Comparacéo da expressdo de STI1 no extrato total de encéfalo de animais jovens e
senis. Extrato total (50, 100, 150 ug/linha) do encéfalo de animais BALB/C jovens (22 dias pés
nascimento) n=3 e senis (22 meses) foram resolvidos por SDS-PAGE a 10% e analisados por
reacdo de immunoblotting com anticorpo anti-STI1 (1:2000, ZANATA et al., 2002). Como controle
positivo foi utilizado o sobrenadante da fracdo 30% de saturacdo de sulfato de aménio do extrato
total de encéfalos de camundongos adultos (MARTINS et al., 1997). Pode ser observada uma
diminuicdo na intensidade das bandas nos animais senis quando comparadas as bandas de 50 pg
ou 100 pg, com a banda dos animais jovens. Aparentemente ndo h& diferenca de intensidade
guando se compara as bandas de 150ug de ambos animais. O marcador de massa molecular a
esquerdada figura representa a migracao eletroforética da albumina bovina em kDa.
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O resultado apresentado na figura 6 mostra que o reconhecimento
do anticorpo anti-STI1 € especifico por se ligar a uma s6 banda e a intensidade de
reacdo mostra que o anticorpo na concentracdo de 1:5000 reage tao fortemente
gue a diferenca de intensidade das bandas nas diferentes massas aplicadas fica
pequena. Este resultado confirma a necessidade da importancia da aplicacao da
massa correta de proteina, para ser possivel a analise comparativa das bandas de
animais jovens e senis. A expressado de STI1 no SNC é alta (ZANATA et al, 2002;
LOPES et al., 2006), se comparado com outras proteinas expressas no mesmo
sistema. Tal fato deve ser levado em consideracdo quando se compara
concentracdo entre individuos, pois alta massa de proteina total, como 100ug e
150ug, possui alta massa relativa de STI1, o que levaria a saturacdo do sinal
produzido pelo reagente quimioluminescente e sensibilizado sobre o auto-
radiograma.

A maior expressao de STI1 no SNC de camundongos jovens pode
ser devido a multiplos fatores, como desenvolvimento do sistema nervoso central,
gue em individuos jovens ha um numero grande de divisdes celulares e producao
de novas proteinas, 0 que aumentaria a concentracédo de STI1 pela funcdo de co-
chaperona e sinalizadora intracelular no processo altamente dinamico do
desenvolvimento. Outro ponto a ser considerado é que o desenvolvimento do SNC
€ um processo de modelamento de estruturas e adaptacdo bioquimica das
células, principalmente neurbnios, 0s quais produzem neurotransmissores e
impulsos nervosos. Todo este processo gera stress as células podendo causar
dano, e neste contexto a proteina STI1 colaboraria para uma diminuicdo dos
efeitos nocivos do stress. A hipétese de maior concentracdo de STI1 em situacfes
de stress durante o desenvolvimento do SNC, no camundongo jovem, poderia ser
apoiada no estudo dos casos de patologias encefalicas, como hidrocefalia, hipéxia
pos-natal e meningites as quais acabam acarretando, na grande maioria das
vezes, em sequelas neuroldgicas.

Ja a diminuicdo da concentracao de STI1 em individuos velhos pode
ter varios motivos, como alteracées na traducdo da proteina por diminuicdo de
estimulo. Uma vez que o SNC estd formado e maduro, a expressao protéica &

menor do que em jovens (ZARKOVIC, 2003) e a funcao de protecéo contra stress
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e o0 redobramento de proteinas é intenso a ponto da recuperagédo de STI1 ndo ser
suficiente para reposicdo das moléculas de STI1 perdidas.

Outra possibilidade € que as alteracdes que o envelhecimento causa
sobre o SNC, de forma ampla e irrestrita, possam gerar stress funcional a célula,
levando a uma reducdo na expressdo de STI1. Tendo em vista as funcbes
propostas para a STI1 (ZANATA et al., 2002; LOPES et al., 2006; SAKUDO et al.,
2005) as alteracOes sobre os processos intracelulares, como conseqiéncia da sua
disponibilidade, gerariam alteracdes na resposta da célula quanto a outros fatores
de stress.

No caso do RNA mensageiro, o efeito cumulativo do stress geraria
uma diminuicdo da expressdo de STI1 em individuos senis, entretanto esta seria
de causa multifatorial (JIANG et al., 2005), ndo sendo possivel no momento isolar

gual ou quais seriam os principais fatores de diminui¢cdo da sua expressao.

4.2. Analise de STI1 em diferentes estruturas cerebrais

Uma vez que havia indicacdo na literatura que a expressao do RNA
mensageiro para STI1 era diferente em distintas regides anatémicas do encéfalo
de camundongos jovens e senis (JIANG et al. em 2005), procurou-se dissecar
separadamente cada uma das estruturas e se obter os respectivos extratos
protéicos de forma isolada. Com isso, esperava-se que as possiveis diferencas de
expressdo de STI1 nas diferentes regifes encefalicas fossem mais acentuadas
aguela observada para o encéfalo total de animais jovem e senil (Figura 1).

Decidiu-se pela andlise de trés estruturas distintas: hipotalamo,
hipocampo e cértex. No trabalho de JIANG e colaboradores (2005) foram
avaliados apenas o cértex e o hipotalamo. Decidimos incluir o hipocampo tanto
pela importancia que tal estrutura tem para a cognicdo e memdria como pela
descricdo de expressdo acentuada de STI1 nesta regido de encéfalo (LOPES et
al., 2006). O cerebelo nao foi incluido neste estudo porque ndo seria possivel
comparar os achados obtidos para expressdo protéica com dados de RNA

mensageiro, pela inexisténcia dos udltimos na literatura. Entretanto pretende-se
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incluir o cerebelo em estudos posteriores levando-se em conta a alta expresséo do
ligante de STI1, a proteina prion celular (SALES et al., 1998) nesta estrutura do
encéfalo.

Os resultados obtidos serdo apresentados a seguir em tdpicos por

estrutura analisada.

4.2.1. Hipotalamo

O hipotalamo é constituido por substancia cinzenta e véarias areas na
base do cérebro e é a principal estrutura integradora das atividades viscerais.
Possui como funcdo a regulacdo hormonal e a manutencdo da homeostase
corporea. Por controlar a hipofise também faz a ligacao entre do sistema nervoso
ao endocrino, secretando hormdénios que atuam na fungéo hipofisaria. Sua funcao
na homeostase é essencial pela acdo que exerce no controle de temperatura,
sistema cardiovascular, fome, sede, saciedade e comportamento, por pertencer ao
sistema limbico. Além disso, controla o comportamento, estando envolvido na
manutencado e alteracdo do estado de humor, libido e do ciclo de sono-vigilia
(WOLFHEIDGER,1998).

A atuacdo do hipotdlamo no estado vegetativo se da por atuar no
sistema endocrino regulando varios sistemas de forma a modular a resposta
conforme o estimulo recebido do ambiente. No sistema cardiovascular o
hipotalamo atua na pressdo arterial e na frequéncia cardiaca conduzindo
estimulos para formacao reticular de ponte e bulbo, os quais sédo os efetores na
conducdo da resposta. Paralelamente age também sobre o estado hidrico do
organismo regulando a sede, retencdo e perda de agua. Este efeito € modulado
pela concentracdo de eletrélitos no hipotdlamo lateral, contribuindo com a
regulacéo da presséao arterial (KUMAR et al., 1997 ).

O controle da temperatura do organismo exercido pelo hipotalamo é
modulado pela passagem de sangue sobre a estrutura hipotalamica. Ja as areas
ventromediais e laterais do hipotdlamo sédo responséaveis pelo controle de fome e
saciedade, regulando o sistema gastrintestinal. Estas areas também estédo

envolvidas na ejecdo de leite pelas glandulas mamarias durante a lactacao.

47



Algumas mulheres com disfun¢des hipotalamicas produzem leite sem estar
amamentando (PURVES, Neuroscience. 3rd ed. England: Sinauer Associates;
2004).

Possuindo amplas conexdes com as demais &reas cerebrais o
hipotadlamo regula as atividades neurais no comportamento como postura diante o
medo e punigdo/satisfagdo, isto confere como estrutura alvo de medicamentos que
modulam o comportamento (KUMAR et al., 1997).

O hipotdlamo murino estd localizado abaixo do hipocampo,
adjacente ao tronco cerebral. Por ser uma estrutura de alta funcionalidade o
hipotdlamo varia de tamanho entre individuos jovens e velhos, sendo maior
nestes.

Para analise de STI1 foram utilizados hipotalamos jovens (n=12) e
senis (n=12). O resultado representativo da analise de expresséo diferencial de

STI1 no hipotalamo é apresentado na figura 7.
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Figura 7. A expressdo de STI1 esta diminuida no hipotdlamo de animais senis. Extrato
total (50ug/linha) do hipotadlamo (n=12) de animais BALB/C jovens (22 dias pds-nascimento) e
animais senis (22+2 meses) foram resolvidos po SDS-PAGE a 10% e analisados por reagéo de
immunoblotting com anticorpo anti-STI1 (1:2000, ZANATA et al.,2002). ApGs a visualizacdo da
reacdo com substrato quimiluminescente, as membranas foram reutilizadas em nova reacéo
empregando anticorpos anti-Hsp70 (1:1000, B&D) como controle da quantidade de proteina
aplicada em cada linha. As amostras de animais jovens e senis sdo representativas das 12
reacdes de cada condi¢cdo experimental avaliada. A diminuicdo observada em animais senis €
especifica e ndo conseqiiéncia de menor massa de proteina aplicada nas linhas uma vez a
intensidade de reacdo para Hsp70 é semelhante em ambas amostras.
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Como pode ser observado h&d uma diminuicdo qualitativa na
expressdo de STI1 no hipotdlamo de animais senis quando comparado ao de
jovens. Para confirmacgdo da aplicacdo da mesma quantidade de massa protéica
por linha de gel foi utilizado anticorpo anti-HSP70, que reconhece especificamente
a proteina de stress HSP-70. Interessantemente a expressao desta proteina néo
esta alterada durante o envelhecimento, apesar deste membro da familia das
proteinas de choque térmico ter sua funcao de chaperona ligada a expressao da
STI1. A expressao da HSP70 também poderia estar alterada uma vez que STI1
faz uma ponte estrutural entre HSP70 e HSP90, formando um complexo que atua
no dobramento de polipeptideos nascentes (PRODROMOU, et al.1999).

Uma analise quantitativa da diferenca de expressao de STI1 durante
o envelhecimento mostra que a STI1 estad 1,3 vez diminuida em animais senis
guando comparados a animais jovens (Figura 3). O valor obtido na literatura para
0 RNA mensageiro de STI1 (JIANG et al. em 2005) mostra uma diminuigéo de 4,9

vezes deste transcrito em animais senis em relagéo aos jovens.

Hipotdlamo murino
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Figura 8. A expressao de STI1 esta 1,3 vezes diminuida no hipotdlamo de animais senis.
As bandas especificas para STI1 e Hsp70 para cada uma das amostras de animais jovens
(n=12) e senis (n=12) foram analisadas por densitometria e 0s valores expressos com a razao
de STI1/Hsp70. Cada condi¢do experimental € representadapela média + erro padréo de 12
animais de um total de trés experimentos. * p < 0,1 senis versus jovem, t-teste de Student’s.
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Uma comparacao direta entre os dois valores ndo € possivel uma
vez que se trata de processos diferentes, ou seja, transcricdo e traducdo. Além
disso, € sabido que o RNA esta sujeito a diferentes taxas de sintese e degradacéo
e que a estabilidade do RNA mensageiro pode variar de gene para gene.

Entretanto os resultados aqui apresentados vdao ao encontro dos
achados para RNA mensageiro que apontam para uma diminuicdo da expressao
de STI1 durante o processo de envelhecimento.

No caso da estrutura hipotalamica a hipotese sobre as causas da
diminuicAo podem ser muito amplas, visto a atividade e importancia para o
organismo do hipotalamo. Sendo um centro de conexdo entre SNC e as funcdes
viscerais o hipotdlamo recebe todo efeito de stress, dos mais variados tipos, que
ocorrem no organismo, tendo que modular sua atividade para melhor manutencao
do equilibrio funcional do organismo.

Porém sabendo que as estruturas cerebrais funcionam com
relacbes e conexdes interdependentes minimas alteracfes no hipotdlamo podem
gerar significativo dano ao individuo por se tratar de uma regiao de processamento

dos estimulos recebidos do ambiente via 6rgaos sensoriais.

4.2.2. Hipocampo

O hipocampo é uma das estruturas cerebrais que possui alta
plasticidade e adaptacdo. Sua funcdo esta relacionada com aprendizado e
memoria.

Sendo a porta de entrada do sistema limbico o hipocampo recebe
todos o0s estimulos sensoriais do ambiente, produzindo respostas
comportamentais diferentes. As respostas emitidas pelo sistema limbico
dependem da area estimulada pelo hipocampo apds o estimulo sensorial. O
hipocampo pode modular respostas fisiologicas por estimulo do hipotalamo,
conforme o estimulo fisico ou psiquico. Muitos traumas psiquicos estimulam o
hipocampo a produzir diversos tipos de respostas, um exemplo sdo pacientes
neurologicos com disturbios de persegui¢do, 0s quais geram ansiedade e um
aumento na frequéncia cardiaca e na pressao sanguinea (GOLDENSTEIN et al.,

2005; BARTZOKIS, 2004).
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A lesdo do hipocampo traz a amnésia anterograda, a qual faz com
qgue o individuo ndo consiga memorizar informacées baseadas em simbolismos
verbais, ou seja, ndo é possivel gravar os nomes das pessoas que conhece,
porém a memoria passada, de longo tempo, permanece armazenada. O
hipocampo é importante no processo de transicdo da memoéria de curto prazo para
memoéria de longo prazo: faz com que a mente repita varias vezes aquela
informacédo a fim de que seja consolidada a memdria para aquela informacéo.
Muitos pacientes portadores de Alzheimer apresentam caracteristicas de amnésia,
0 que leva a conclusdo que ha dano sobre o hipocampo destes pacientes, porém
caracterizar o dano a esta estrutura é dificil devido sua plasticidade funcional e
localizacdo no SNC. A discussao sobre causas da doenca de Alzheimer é vasta,
porém uma teoria de que a causa inicial chave seria uma reducdo da
vascularizacdo do hipocampo devido a patologias vasculares, como também
hipertenséo.

A expressao de STI1 no hipocampo de animais jovens e senis nao
foi qualitativamente diferente (Figura 9). Tal fato pode ser reflexo de que o
estimulo hipocampal nos animais deve ser o mesmo ao longo da vida,
apresentando pouca evolucdo de aprendizado e reduzidos estimulos ambientais
gue forcem o animal a aprender a sobreviver no ambiente, uma vez que 0s

mesmos passam toda a sua vida confinada nas caixas plasticas do biotério.
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Figura 9. A expressdo de STI1 é mantida constante no hipocampo de animais senis
quando comparada a de animais jovens. Extrato total (75ug/linha) do hipocampo (n=12) de
animais BALB/C jovens (22 dias pds-nascimento) e senis (22+2 meses) forma resolvidos por
SDS-PAGE a 10% e analisados por reacdo de immunoblotting com anticorpo anti-STI1 (1:2000,
ZANATA et al.,, 2002) Ap0s visualizagdo da reagdo com substrato quimioluminescente, as
membranas foram reutilizadas em nova reacdo empregando anticorpos anti-B-actina (1:500,
Sigma) como controle de quantidade de proteina aplicada em cada linha. As amostras de
animais jovens e senis sdo representativas das 12 condi¢cdes experimentais avaliadas. Como
pode ser observado ndo ha uma variacdo qualitativa da expressdo de STI1 durante o
envelhecimento.

Em humanos o estudo de alteragcbes no hipocampo € de grande
interesse visto as funcdes a ele atribuidas e as consequiéncias sobre o0 organismo
durante o envelhecimento das estruturas hipocampais. Outro ponto interessante
sobre o hipocampo humano é a questdo ambiental de estimulo. Individuos que
exercem uma atividade intelectual superior, a qual exigia maior funcdo do
hipocampo estéo sujeitos a diferentes estados de stress e alteracdes hipocampais,
se comparados a individuos com habitos semelhantes, porém com atividade
intelectual mediana.

A andlise quantitativa da expressao diferencial de STI1 no

hipocampo de animais jovens e senis € apresentada na figura 10.
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Figura 10. A expressdo de STI1 € mantida constante no hipocampo de animais senis.
As bandas especificas para STI1 e B-actina para cada uma das amostras de animais jovens
(n=12) e senis (n=12) foram analisadas por densitometria 6ptica e os valores expressos
como a razéo de STI1/ B-actina. Cada condicdo experimental é representada pela média +
erro padrdo de 12 animais de um total de trés experimentos. Os valores obtidos ndo foram
estaticamente diferentes.

4.2.3. Cortex

O cortex encefalico é a estrutura que reveste os hemisférios
cerebrais e as outras estruturas neles presentes, sendo ligados por um feixe
grosso de fibras nervosas chamado corpo caloso. Esta estrutura é uma camada
gue varia de espessura, entre 2 e 6 milimetros conforme a area do encéfalo, tendo
a superficie com sulcos e giros em mamiferos superiores. Os roedores como ratos
e camundongos ndo possuem muita complexidade em tais estruturas na superficie
de seus cértices quando comparados a mamiferos superiores como primatas e
cetaceos, sendo que estes Ultimos possuem uma complexidade muito maior,
havendo sulcos e giros bem definidos. A presenca de sulcos e giros no encéfalo
demonstra a complexidade de funcionamento do érgéo, visto que sua formacéo se
deve a uma maior superficie para conexdo de éareas distintas (PURVES,
Neuroscience. 3rd ed. England: Sinauer Associates; 2004).

O cértex é constituido pela substancia cinzenta, formada por células
gliais e os corpos das células nervosas, diferindo da substancia branca a qual é

formada predominantemente por fibras das células nervosas. A substancia
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cinzenta € onde ocorre o processamento de informacdes e a geracdo de estimulos
motores, sendo estes conduzidos pelos axdnios presentes na substancia branca.

A funcdo cortical esta relacionada a parte motora do individuo que
pode ser controlada por outras estruturas do sistema nervoso periférico, no caso
do ato-reflexo. A conexdo do sistema limbico, o qual € o maior responsavel pelo
estimulo cortical, é feita pelos giros cingulados anteriores e subcalosos. Estas
areas funcionam como associag¢éo de controle do comportamento.

LesBes no cortex causam disturbios motores, como Parkinson, e
algumas areas como cortex orbital frontal traz ins6nia e inquietude, ja &reas como
a conexdo com o sistema limbico causa distarbios comportamentais como
violéncia excessiva e auto-agressao.

Quando se compara a expressao de STI1 no cortex de animais
jovens e senis pode-se observar uma diminuicdo qualitativa de STI1 no cortex de

animais senis (Figura 11).
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Figura 11. A expressédo de STI1 esta diminuida no cértex cerebral de animais senis quando
comparada a de animais jovens. Extrato total (75ug/linha) do coértex cerebral (n=12) de animais
BALB/C jovens (22 dias pds-nascimento) e senis (22+2 meses) forma resolvidos por SDS-PAGE a
10% e analisados por reacdo de immunoblotting com anticorpo anti-STI1 (1:2000, ZANATA et al.,
2002) Apos visualizagdo da reacdo com substrato quimioluminescente, as membranas foram
reutilizadas em nova reacao empregando anticorpos anti-B-actina (1:500, Sigma) como controle de
guantidade de proteina aplicada em cada linha. As amostras de animais jovens e senis sdo
representativas das 12 condi¢cdes experimentais avaliadas. A diminui¢do observada em animais
senis é especifica e ndo é conseqiiéncia de menor massa de proteina aplicada nas linhas uma vez
a intensidade de reagao para -actina é semelhante em ambas as amostras.
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Observando os resultados fica clara a diferenca da concentracao de
STI1 entre individuos jovens e senis. A diminuicdo da expressdo de STI1 em
animais senis ndo € consequéncia da diferenca de massa protéica aplicada nas
linhas, uma vez que a reacdo com anticorpos anti-B-actina possui semelhanca em
intensidade em todas as amostras analisadas. A B-actina foi utilizada como
proteina “house-keeping” por constituir o citoesqueleto, que por sua vez nao é
alterado significativamente durante o processo de envelhecimento, servindo
perfeitamente para comparacdo da expressdao de STI1 entre individuos de
diferentes idades.

O resultado obtido corrobora aqueles obtidos por JIANG et al., 2000,
no qual ha visivel decréscimo na sintese de mRNA para STI1 nos individuos
velhos.

Tratando das alteracbes da concentracdo de STI1 no cortex, sua
diminuicdo fica mais bem evidenciada do que nas estruturas anteriores, visto que
o camundongo € um animal bastante ativo fisicamente com estimulo motor
bastante evidente. Quando observa-se a acdo comportamental dos individuos
nota-se que 0s senis sd0 mMenos ativos que o0s jovens, assim fazendo uma
conexao com as evidéncias bioquimicas apresentadas. A analise quantitativa da
expressao diferencial de STI1 no cértex de animais jovens e senis é apresentada

na figura 12.
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Figura 12. A expresséo de STI1 est4 1,8 vezes diminuida no cértex cerebral de animais
senis. As bandas especificas para STI1 e B-actina para cada uma das amostras de animais
jovens (n=12) e senis (n=12) foram analisadas por densitometria e 0s valores expressos com a
razdo de STI1/ B-actina. Cada condi¢édo experimental é representadapela média + erro padrao
de 12 animais de um total de trés experimentos. * p < 0,001 senis versus jovem, t-teste de
Student’s. 55



4.3 Andlise de STI1 em diferentes estruturas encefalicas humanas

Uma vez estabelecidas as diferencas na expressao de STI1 em
modelo murino de animais jovens e senis procurou-se avaliar se tais diferencas
poderiam ser também observadas em humanos.

Apesar da dificuldade na obtengdo de amostras obtivemos
resultados qualitativos de expressao de STI1 em diferentes regides anatbmicas de
cérebros humanos.

A figura 8 mostra que a expressao de STI1 esta diminuida em todas
as regifes anatbmicas do cérebro de um homem de 71 anos de idade quando
comparada a do cérebro de crianca do sexo masculino com 2 meses de
nascimento. Interessantemente a diminuicdo de expressdo inclui o proprio
hipocampo, o qual em camundongos n&o apresentou expressao diferencial

(Figuras 6 e 7).
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Figura 13. A expresssdo de STI1l esta qualitativamente diminuida em animais senis
enquanto a expressdo de PrPc é mantida constante em diversas regides anatébmicas do
cérebro humano. Extrato total (100ug/linha) de diversas regides anatémicas do cérebro humano
foram obtidas das necropsias de um lactente de 2 meses de idade (J - jovem) e de um idoso de
71 anos de idade (S — senil). Massas iguais de proteina forma resolvidas por SDS-PAGE a 10% e
analisadas por reac¢do de immunoblotting com anticorpos anti-STI1 e anti-PrPc (1:2000 e 1:1000,
respectivamente ZANATA et al., 2002). As reagBes foram levadas a cabo simultaneamente apés
a divisdo da membrana de nitrocelulose, uma vez que as duas proteinas possuem massas
moleculares distintas e séo facilmente resolvidas nestas condi¢cfes de eletroforese. Como pode
ser observado a expressdo de STI1 esta qualitativamente diminuida no cérebro do individuo
senil. J4 a expressdo do PrPc em todas as amostras analisadas, pode-se considerar, nestas
condi¢bes experimentais, o PrPc como um bom controle o carregamento das amostras em cada
uma das linhas.
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4.4. Analise da expressédo de STI1 na linhagem SHSY-5Y
submetidas ao stress oxidativo induzido por peréxido de
hidrogénio.

Dos diferentes tipos de condicao de stress que as células do sistema
nervoso estao sujeitas durante seu processo normal de envelhecimento, talvez o
stress oxidativo seja 0 mais relevante, devido sua continuidade durante toda a vida
do individuo.

A hipotese de que a expressdo de STI1 poderia estar diminuida no
sistema nervoso de mamiferos como consequéncia do stress oxidativo foi testada
empregando-se modelo de células em cultivo.

Neste modelo empregou-se a linhagem de neuroblastoma humano
SH-SY5Y, a qual foi desafiada com diferentes concentragcdes de peroxido de
hidrogénio por 24 horas (Figura 9).

Como pode ser observado hd uma relagédo inversa entre stress
oxidativo e a expressao de STI1. Este resultado vai ao encontro da hipotese de
gue o stress oxidativo continuo no sistema nervoso poderia levar a uma
diminuicdo da expressdo de STI1. Os mecanismos intracelulares que levariam a
tal diminuicdo ainda ndo séo conhecidos.

Pelo que ja se conhece da funcdo biolégica da STI1 poderia se
argumentar que o declinio progressivo do sistema nervoso durante o
envelhecimento poderia ser consequéncia da diminuicdo da expressdo de STI1.
Neste contesto a STI1 atuaria ou como agente protetor da apoptose (ZANATA et
al., 2002; CHIARINI et al., 2002), ou como estimulador da neuritogénese (LOPES
et al., 2006) ou ainda como facilitador da atividade da enzima SOD (SAKUDO et
al., 2005).

Assim, a diminuicdo da expressdo de STI1 durante a vida do
individuo poderia levar as perdas observadas na velhice como conseqiéncia da

diminuicdo de umas das funcdes da STI1, separadamente ou em conjunto.
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Figura 14. A expressdo de STI1 diminui em células SH-SY5Y sob condi¢des de stress
oxidativo induzido por peréxido de hidrogénio. Extratos totais (50ug/linha) de células da
linhagem de neuroblastoma humano SH-SY5Y néo tratadas (controle, C) e tratadas por 24 horas
com diferentes concentraces de peroxido de hidrogénio (1, 10, 20, 50, 100uM) foram resolvidos
por SDS-PAGE a 10% e analisados por reacdo de immunoblotting com anticorpo anti-STI1
(1:2000, ZANATA et al.,2002). Apés a visualizacao da reacdo com substrato quimioluminescente,
as membranas foram reutilizadas em nova reacdo empregando anticorpo anti-B-actina (1:500,
Sigma) como controle da quantidade de proteina aplicada em cada linha. Como pode ser
observado, ha uma diminuicdo progressiva na expressdo de STI1 frente ao aumento na
concentracdo de perdxido de hidrogénio.

A hipétese é de que mesmo com uma concentracdo muito superior a
fisiologica, o agente oxidante atue provocando stress oxidativo sobre a célula em
curto espaco de tempo, no caso 24 horas, e estes efeitos modulem a funcéo de
STI1 de forma a diminui-la na concentracdo celular. Este fato ocorre pelo
processamento das moléculas de STI1 presentes antes do pulso de stress, as
guais sao recrutadas para recuperacao de proteinas e dobramento de novas
proteinas recém sintetizadas. Outra hipotese complementar a esta é que a
atuacao de sinalizador intracelular de STI1 esteja prejudicada pelos efeitos do
stress oxidativo, diminuindo consideravelmente a reposicdo da molécula de STI1,
pela ndo transmisséo correta de estimulos intracelulares.

Uma segunda hipétese seria que para sintese de novas moléculas
de STI1 seriam necessarias moléculas de STI1 para o dobramento das moléculas
recém sintetizadas.

Com a avaliacdo das informacBes obtidas € possivel tracar
hipbteses, cientificamente sustentadas, de como o processo de envelhecimento
estd ligado a acdo degenerativa cumulativa do stress oxidativo sobre o sistema
nervoso central e suas areas, com funcdes especificas. Estes dados permitem
entender as limitacdes que a idade causa aos individuos por observacdo do seu
comportamento e relagcdo com o ambiente, quando avaliados do ponto de vista

funcional das areas avaliadas. Um exemplo seria as alteracdes fisioloégicas dos
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idosos, que ndo havendo estimulo hipotalamico sobre seus alvos, poderiam levar
a alteracdes como regulacdo da temperatura, mudanca no estado de sono-vigilia e
alteragbes hormonais com suas consequéncias.

A literatura apresenta diversos dados da influéncia do stress
oxidativo sobre o sistema nervoso central degenerando-o lentamente. Procedendo
a analise no nivel dos processos moleculares intracelulares e metabolismo celular
€ possivel entender a consequéncia do dano causado pelo stress oxidativo de
modo a abranger diversas células de diferentes estruturas do SNC com diferentes
funcoes.

Analisando o0s processos que a STI1 estd envolvida, no
funcionamento da célula, fica claro que uma diminuicdo da concentracdo desta
acarreta danos celulares. O envolvimento da STI1 na formag¢ao conformacional de
proteinas recém sintetizadas € um ponto importante, visto que a manutencéo da
viabilidade e funcéo celular ficam alterados quando ha uma menor quantidade de
proteinas sendo produzidas ou estruturalmente bem moldadas para execucao de
sua funcéo.

Uma menor concentragdo de proteinas funcionais diminui a
capacidade da célula de executar sua funcédo, sendo assim uma menor
capacidade resposta ao seu ambiente. Nao sO a concentracdo de proteinas
funcionais, mas suas caracteristicas estruturais bem formadas sdo necessarias
para funcdo. Uma proteina que por motivos de stress ou ma formacdo nao
execute perfeitamente sua funcédo pode ser acumulada gerando outro fator danoso
a célula, a qual quando possivel destréi as proteinas alteradas gastando energia
com um processo ndo programado gerando mais stress celular. A recuperacgao de
proteinas com alteracdes conformacionais é outra que funcdo necesséaria a
individuos velhos, visto que a sintese de novas proteinas esta comprometida por
oxidacdo do DNA, dificultando o processo de traducdo (HAZRA et al. 2006).

Os danos causados pelo stress oxidativo sobre as células e os
processos intracelulares de individuos idosos pode ser avaliado pelas alteracfes
irreparaveis que acontecem as moléculas com formacdo de marcadores de
produtos oxidados. No caso dos lipidios o produto da oxidagdo gera o HNE (2-

hidroxi-4-noneal), que se avaliado comparativamente entre jovens e velhos a
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concentracdo de HNE é muito superior em individuos velhos, demonstrando que o
processo oxidativo ocorreu e é cumulativo. A presenca do HNE no SNC de
individuos senis indica que houve peroxidacdo ou nitrificacdo dos lipidios da
bainha de mielina e alguns da membrana celular. Este fato causa dano ao
funcionamento do SNC pela desmielinizacdo dos feixes nervosos, causando
problemas na conducédo do sinal nervoso, uma vez que o HNE é toxico para as
células e age sobre as enzimas mitocondrias, diminuindo a producdo de energia
pela célula (BARTZOKIS, 2004; ZARKOVIC, 2003).

Um marcador de oxidacdo para proteinas € o carbonil, que quando
presentes na molécula protéica geram danos a esta alterando sua funcéo.
Moléculas protéicas contendo grupamentos carbonil sdo encontradas na maioria
das amostras bioldgicas, devido a exposicdo aos efeitos do stress oxidativo,
apresentando uma maior concentracdo em amostras de individuos portadores de
diabetes, doencas neurodegenerativas e idosos.

Tratando-se do envelhecimento a oxidacdo pontual de moléculas &
um problema que altera os processos intracelulares tornando-se um processo
degenerativo croénico. No caso do SNC este processo cronico pode ser mais
agressivo ao organismo devido sua funcdo e o efeito que age sobre todo
organismo. As alteracdes oxidativas nas células do SNC, causando uma
diminuicdo de STI1, aceleram a degeneracéo do sistema, pela ampla importancia
da molécula a célula. A questdo da conformacao das proteinas € ponto importante
pela geracao de proteinas mal formadas que podem gerar maior efeito oxidativo,
gerando maior stress. Proteinas sem conformacdo podem agregar-se formando
amildides, os quais sdo depositados na célula causando inumeros problemas.
Placas amildides sdo encontradas em cérebros de pacientes com doencas
neurodegenerativas, como Parkinson, Alzheimer, Creutzfeld-Jacob e Huntington
acelerando o processo degenerativo das funcdes cerebrais, levando-o0s a morte.

Correlacionando alteracbes das atividades das estruturas cerebrais
com os efeitos degenerativos causados por placas amiléides pode-se supor 0s
danos causados e 0s sintomas encontrados nos pacientes. Avaliando 0 processo
de envelhecimento sobre o hipotalamo podemos perceber as altera¢des causadas

ao organismo por diminuicdo da funcdo desta estrutura. O hipotadlamo, por regular
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o sistema enddcrino, faz com que individuos velhos apresentem disfuncdes
endocrinas pequenas, porém gradativas. Alteracdes no hipotalamo seriam
caracterizadas por alteracdes comportamentais, como estado de sono-vigilia e
alteracdes hormonais. Se as alteragbes atingem o hipocampo os sintomas dos
pacientes seriam alteracées nos estados de memdria, deméncia e esquizofrenia,
além de mudancas na capacidade cognitiva e sensoriais, como perda gradativa do
olfato, perda do tato e respostas de ato-reflexo. Algumas destas caracteristicas
podem ser encontradas em portadores de Alzheimer. Presenca de placas
amiléides no cortex gera alteracbes na capacidade motora e de localizagdo, bem
como na comunicacdo das areas cerebrais, podendo haver até hiper funcédo de
algumas areas por deficiéncia na conexao. Individuos portadores de Parkinson
apresentam estes sintomas, porém as placas amiléides nem sempre estdo
presentes, sugerindo uma alteracao a nivel celular.

Alteracbes de proteinas de transporte e sinalizacdo sédo danos
comuns encontrados em portadores de doencas neurodegenerativas. Uma
alteracdo em uma proteina com funcéo de canal de calcio altera o funcionamento
da célula de modo a comprometer as células vizinhas desencadeando uma perda
de funcdo da area. Em algumas neuropatologias hipotalamicas alteracdes na area
lateral levam desequilibrio osmoético ao organismo do individuo.

Atualmente atribuiu-se a STI1 uma funcdo de sinalizadora
intracelular (SILIGARDI, 2004), porém 0s mecanismos ainda ndo estdo bem
claros. Estudos recentes demonstram que a sinalizacdo celular é alterada quando
a célula estd em estados de stress, e a presenca de proteinas mal formadas e
agregados protéicos, bem como concentracfes alteradas de célcio geram um
ruido que impede o envio correto do sinal. Diante deste fato a STI1 age tampando
0s problemas causados para um melhor transducdo de sinal, uma diminuicdo
significativa de STI1 acarretaria na perda do controle da sinalizacéo intracelular,
consequentemente um dano maior a funcao da célula.

Uma diminuicdo da concentracdo de STI1 no SNC reduz a
capacidade de formar novas conexdes neurais, demonstrados pela atividade
neuritogénica da molécula de STI1 (LOPES et al., 2006). O efeito da reducéo recai

sobre areas como hipocampo e cértex , as quais dependem de novas conexdes
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para exercer um melhor funcionamento. A capacidade de aprendizado fica limitada
guando ndo h& uma plasticidade adequada dos neurdnios hipocampais, 0s quais
sem novas conexdes ndo conseguem processar a informac¢do adquirida. Outro
ponto do hipocampo é a memoria que € prejudicada, em especial a de curto prazo,
pelas conexdes utilizadas estarem sobrecarregada. Efeitos sobre o cortex da
diminuicdo da neuritogénese sdo observados pela limitagdo motora e controle
emocional.

Dentro do contexto do envelhecimento e do resultado obtido pela
analise comparativa de STI1 em individuos jovens e velhos, nota-se que a
importancia da concentracdo de STI1 nas células é grande, para manutencao dos
processos celulares. A diminuicdo da concentracdo de STI1 pelos processos
multifatoriais do envelhecimento levam as células a perda de uma proteina anti-
stress, causando um maior efeito degenerativo do stress nos processos
intracelulares, limitando a funcéo celular. A consequiéncia destes fatos € a perda
gradativa das funcdes do tecido afetado, no caso do SNC estendendo-se ao
organismo de forma agressiva, agravando o estado de stress tornando-o

cumulativo.

4.5. Comparacao da distribuicdo de STI1 nas estruturas cerebrais
de camundongos jovens e senis

O desenvolvimento das estruturas do cérebro ocorre dinamicamente
durante a vida. O aprimoramento das estruturas cerebrais esta relacionado a
funcdo a ser desempenhada pela estrutura, demandando adaptacdes bioquimicas
e conexdes intercelulares. As mudancas na bioquimica da célula proporcionam
significativas alteracdes no funcionamento da estrutura, bem como sua
complexidade por proporcionar as células da estrutura a fazerem varias novas
conexdes, as quais devem ser bem direcionadas e precisas.

O cérebro do individuo velho € menos capaz de adaptacbes e
formacdo de novas conexdes, visto que as diferencas bioquimicas, quando

comparado ao jovem, sao bem evidentes. Mas ainda ndo somos capazes de
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apontar com precisdo quais sao as alteragbes significativas que causem a
diminuicdo da neuronavegacao em individuos velhos.

A neuronavegacdo € um processo pouco conhecido quanto ao
funcionamento, mas ha resultados na literatura que demonstram o envolvimento
bioquimico nas acfes de neuronavegacdo, sendo 0 mais bem descrito a
neuritogénese.

Sabendo do envolvimento de STI1 na neuritogénese (LOPES et al.,
2006) levantou-se a hip6tese que a distribuicdo de STI1 no cérebro jovem e velho
era diferente.

Os resultados de stress oxidativo obtidos demonstram claramente
gue o fator stress atua ativamente sobre a expressao de STI1. Relacionando este
resultado aos citados na literatura sobre o envolvimento de STI1 na
neuronavegacao, isto corrobora a acreditar que a distribuicdo de STI1 esta
alterada.

A seguir sdo apresentados os resultados obtidos da distribuicdo de

STI1 nos cérebros jovens e senis.
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Hipotalamo

E’l’-‘;
Figura 15. Imunohistoquimica de hipotalamos de camundongos jovem e velho marcado para
STI1 (em castanho). Cortes sagital e coronal focando area central, aumento 4x. A corte
sagital de cérebro de camundongo senil, seta indica hipotdlamo. B corte sagital de cérebro de
camundongo jovem, seta indica hipotdlamo. Nota-se a evidente diferenca. C corte coronal de
cérebro de camundongo senil, seta indica hipotalamo. D corte coronal de cérebro de camundongo
jovem, seta indica hipotalamo.

Como o hipotalamo é o centro controlador da homeostase é
necessaria a manutencdo funcional de uma area, a qual fica encarregada de
efetuar funcdes das areas que ja foram comprometidas durante o envelhecimento.
O papel de neuroprotecdo da STI1 é de grande importancia para o hipotalamo,
visto sua funcdo, e o comprometimento total da estrutura leva o individuo a uma
perda da homeostase levando-o a morte.

As areas laterais do hipotdlamo do camundongo senil (Quadro A)
apresentam uma concentracdo muito baixa de STI1, sugerindo que a atividade
bioquimica realizada pela proteina estaria comprometida. Ja o camundongo jovem

(Quadro B) apresenta uma distribuicdo mais homogénea de STI1 no hipotadlamo.
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Isto pode estar relacionado ao fato do camundongo jovem nao ter sido exposto
aos efeitos do stress.

Hipocampo

i

Figura 16. Imunohistoquimica de hipocampos de camundongos jovem e velho marcado para
STI1 (em castanho). Cortes sagital e coronal focando area central, aumento 4x. A corte
sagital de cérebro de camundongo senil, seta indica 1° giro do hipocampo. B corte sagital de
cérebro de camundongo jovem, seta indica 1° giro do hipocampo. Nota-se a evidente diferenga. C
corte coronal de cérebro de camundongo senil, seta indica 1° giro do hipocampo. D corte coronal
de cérebro de camundongo jovem, seta indica 1° giro do hipocampo.

Sendo o hipocampo a estrutura com maior plasticidade e funcdo de
receptor sensorial a expressdo de STI1 é de grande importancia. Porém a
concentracdo de STI1 no hipocampo € similar em jovens e velhos, alterando a
distribui¢éo, a qual se deve ao motivo da funcionalidade da estrutura.

Cortex
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7~ . AL P
Figura 17. Imunohistoquimicas de cértex de camundongos jovem e velho marcado para STI1
(em castanho). Cortes sagital e coronal focando area central, aumento 4x. A corte sagital de
cérebro de camundongo senil, seta indica cortex. B corte sagital de cérebro de camundongo
jovem, seta indica cortex. Nota-se a evidente diferenca. C corte coronal de cérebro de
camundongo senil, seta indica cértex. D corte coronal de cérebro de camundongo jovem, seta
indica cortex.

Nota-se que a expressdo de STI1l, no camundongo jovem, é
evidentemente periférica, havendo poucos e pequenos focos de maior
concentracdo na estrutura. O cértex € uma estrutura de alta atividade funcional,
este fato é considerado quando se trata de stress, e esta estrutura € muito
susceptivel.

Estes resultados corroboram com os resultados de Western Blotting
sugerindo que ha& uma menor expressdo nas estruturas cerebrais dos
camundongos senis, quando comparados aos jovens, como ja havia sido discutido

anteriormente.
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5. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos a analise comparativa de STI1
entre individuos jovens e velhos demonstrou-se que ha uma diferenca significativa
na concentracdo e distribuicdo de STI1 no cérebro e nas suas estruturas:
Hipotalamo e Cortex de camundongos e Hipotalamo, Hipocampo e Cortex de
humanos.

Esta diminuicdo pode ser causa ou conseqUéncia dos efeitos do
stress oxidativo sofridos pelo individuo ao longo da vida, uma vez que em modelo
empregando células SH-SY5Y ha uma correlacdo inversa entre o stress oxidativo

induzido por peroxido de hidrogénio e a expressao de STIL1.
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