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ERRATA

1. 0 item I1.3.1.1 no sumario é&: “Marcacdo com [Y -32P1ATR"

2. Existe um "a" excedente antecedendo a palavra "partir" na
tabela 2 da lista de tabelas.

3. Na linha 4 da pagina 7, o artigo gque antecede a palavra
‘dominin" deve ser “um".

4. Na linha 13 da pagina 10, falta um “"s" na palavra
“"caracteristica".

S. Na linha 24 da pagina 14, falta um "e" na palavra "outras".

6. Na linha 7 da pagina 22, falta um “n" na palavra
"fosfoproteinas".

7. Na udltima linha da pagina 54, ha um "a" excedente antecedendo
a palavra "partir".

8. Na linha 19 da pagina &3, o numero da figura & "B" e ndo "&".

9. Na quarta linha da figura 4 (pagina &4), deve ser "D
corresponde a auto-radiografia do gel C".

10. Na linha 23 da pagina 77, falta uma crase em "as" que antecede
a palavra "caracteristicas", na qual falta um "s" & tem a <ilaha
"ti" repetida.

11. Na linha 192 da pagina H2, a palavra "protéica" deve estar no
singular.

i2. Na figura 25 da pagina 94, as regqibes cerebrais apresentadas
correspondem a : 1— Bulbo olfatoria; 2- Caudato; 3I-Hipocampo; 44—
Cerebelo; 5- Medula; 6- Corda espinhal.

13. Na linha 16 da pagina 98, a palavra “simultaneamente" tem um
acento indevido.

14. Na linha 18 da pagina 102, a palavra "nesta" apds “ppH-47"
deve ser retirada.

15. Na linha 23 da pagina 10&, falta um hifen na ralavra "auto—
radiografia".

16. Na linha 10 da pagina 112, falta a palavra "“do" apos a
palavra "“identificacdao" & uma vivrgula apds "GFAPRP".

17. Na linha & da pagina 113, falta um "r" rna palavra "auto-
radiografica".
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RESUMO/ABSTRACT

Caracterizacido da pH-47, uma proteina altamente fosforilada em
hipocampo de rato. A fosforilagdo protéica é possivelmente o mais
importante mecanismo pelo qual as respostas celulares sdao
induzidas ou controladas por sinais extracelulares, especialmente
no tecido cerebral onde os substratos de proteinas—quinases s3o
marcadamente numerosos. 0 sistema fosforilante da ppH-47 foi
inicialmente detectada em auto-radiografias preparados de micro-
fatias de hipocampo de rato incubadas com [(32Plfosfato (Rodnight
et al., 1988). O sistema fosforilante tem interessantes ca-
racteristicas, tais como Ca2+ dependéncia em adultos, ontogenia
pos—-natal e uma distribuigao acentuada nas regites do sistema
limbico (Rodnight et al., 1994). Além disso a ppH-47 e Triton-
insolivel e ausente na fragao sinaptossomal. A analise dos
fosfoaminocacidos mostrou que aparentemente a fosfoserina e o
Unico residuo marcado. Estas caracteristicas, juntamente com a
mobilidade bidimensional e o mapeamento fosfopeptidico com
protease VB8 sugere a identidade com a proteina astrocitica -
GFAP . A principal banda imunoreativa observada com soro
policlonal anti-GFAP corresponde a ppH-47, mas nao ha
correspondéncia entre o estado de fosforilagi3o e a quantidade
imunoreativa de GFAP em diversas regites estudadas. Isto sugere
que a ppH-47 ¢é a isoforma fosforilada da GFAP com variavel
distribui¢3o regional, ou que a variag3do da atividade do sistema
fosforilante & devido a diferencas nas atividades quinase(s) e/ou
fosfatase(s) sobre a proteina.

Characterization of ppH-47, a protein higly phosphorylated in the
hippocampus. Protein phosphorylation 1is possibly the most
important mechanism by which cellular responses are induced or
controlled by extracellular signals, specially in brain tissue
where substrates of the protein kinases are remarkably numerous.
The phosphoprotein ppH-47 was first detected on autoradiographs
prepared From micro-slices of rat hippocampus incubated with
[{32P1lphosphate (Rodnight et al, 1988). The ppH-47 phosphorylating
system has several interesting characteristics, such as Ca2+

dependency in adult rat, stimulation by glutamate, delayed
postnatal ontogeny, and a characteristic distribution in 1limbic
system (Rodnight et al., 1991). Moreover we observed its Triton-

insolubility and absence in synaptosome. Phosphoamino acid
analysis yelded phosphoserine as the only labelled amino acid.
These characteristics, together with mobility in two dimensional
electrophoresis and phosphopeptide mapping suggests an identity
with glial fibrillary acidic protein (GFAP) . The main
immunoreative band observed with anti-GFAP corresponded to ppH-
47, but there was no correspondence between the phosphorylation
rate of ppPH-47 and the quantity of immunoreactive GFAP in ¢the
different brain regions studied. This suggests that either ppH-47
is a phosphorylated isoform of GFAP with variable regional
.distribution, or that variation in phosphorylating activity of
the system 1is due to differences in protein kinase and/or
phosphatase activity towards GFAP.
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I. INTRODUGCHO

I.1 FOSFORILACKO PROTEICA COMO MECANISMO DE REGULAGCADO CELULAR

A modificagcdo proteica por fosforilacdo/defosforilagao
representa um, e possivelmente o mais importante, mecanismo de
regulacao celular, em eucariontes e procariontes (Krebs, 1983;
Hankes et al., 1988; Edelman et al., 1987; Hunter, 1987). A
fosforilag3o proteéica ocorre reversivelmente nos residuos de
serina, treonina e tirosina mais frequentemente (Martensen,
1984). As fosfo-transferases que catalisam a transferéncia do
fosfato do ATP para o substrato protéico sao denominadas
proteina-quinases e as fosfo-hidrolases Qque catalisam a
defosforilacao sao denominadas proteina-fosfatases. Um sistema
fosforilante, por definigdo, envolve minimamente uma proteina-
quinase, uma proteina-fosfatase e o substrato protéico (Shacter
et al ., 1984a) . A modificac3o protéica covalente por
fosforilagcdo/ defosforilagdo provoca modificagdo conformacional
da proteina e consequentemente de sua atividade biologica.

A ubiquidade desse mecanismo pode ser justificada por
diversas razbes, como a enorme amplificacao do sinal de origem, a
alta sensibilidade e flexibilidade do sistema fosforilante e o
baixo consumo energetico envolvido no processo (Shacter et al.,
1984a e 1984b) .

A sensibilidade do sistema fosforilante refere-se a variavel

amplitude de respostas que podem ser obtidas frente a um dnico



efetor sobre a atividade das enzimas conversoras, enquanto a
flexibilidade refere-se ao numero de efetores que podem atuar
sobre o0 sistema. Esses efetores, que podem ter origem 1intra e
extracelular, sao denominados mensageiros, por representarem
sinais bioquimicos que modificam a atividade bioldgica. A
flexibilidade dos sistemas fosforilantes pode ser ainda muito
aumentada considerando a possibilidade de diferentes sitios
fosforilaveis e suscetiveis a agao de distintas quinases e
fosfatases num mesmo substrato protéico (Haycock, 1990; Browning
et al., 1990; Roach, 1991).

Ha trés mecanismos descritos de ativagdao de proteina-
quinases:

1. Por primeiros mensageiros, no qual o mensageiro
estimula a atividade proteina-quinase presente no proprio
receptor, que a seguir fosforila seus substratos. Este mecanismo
estda bem estabelecido em receptores para fatores de crescimento
(Yarden e Ullrich, 1988; Carpenter e Cohen, 1990), no qual a
tirosina frequentemente e o residuo fosforilado.

e. Por segundos mensageiros, no qual o pPrimeiro
mensageiro (comumente um hormbnio ou neurotransmissor) estimula
uma atividade enzimatica ndo-quindsica associada ao receptor. A
ativagdo desta enzima tem como produto o segundo mensageiro que
ira ativar proteina-quinases. As enzimas comprovadamente
envolvidas na geracao do segundo mensageiro incluem

adenilciclase, guanilciclase, fosfolipase C e fosfolipase Ap, que

tem como produto AMPc, GMPc, DAG (e IP3) e acido araquiddnico,



respectivamente. O Ca+e extracelular também ¢é considerado um
segundo mensageiro, seja seu influxo regulado por receptor ou em
canal voltagem-sensivel. O mecanismo de ativacdo por segundos
mensageiros parece ser O mecanismo mais geral (Walaas e
BGreengard, 1991).

3. Por auto-fosforilagdo, no qual o mensageiro estimula
a atividade quindsica, que além de catalisar a fosforilagd3o de
substratos protéicos, catalisa a fosforilagao em sitios
especificos em sua propria subunidade reguladora. A ativagdo por
auto—-fosforilac3o parece ser um importante mecanismo de regulagao
da atividade quinasica (Blackshear et al., 1988).

Apesar das proteina-fosfatases terem recebido menos atencao
que as quinases, ha varias evidéncias de sua importadncia na
regulacdo dos sistemas fosforilantes (Cohen, 1989). As proteina-
fosfatases parecem apresentar uma menor especificidade que as
quinases e podem ser garosseiramente classificadas quanto a
dependéncia de cation-divalente e a regula¢do por mensageiros e
moduladores protéicos (Cohen et al., 1982; Ingebritsen e Cohen,

1983) .

1.2 SISTEMAS FOSFORILANTES CEREBRAIS

A fosforilagdo proteéica parece particularmente importante na
regulag3o da atividade nervosa, devido a quantidade e diversidade
de sistemas fosforilantes envolvidos em diversos processos neuro-

especificos tais como a sintese de neurotransmissores, transporte

axoplasmatico, liberag3do de neurotransmissores, geracgdo de



potenciais pos-sinapticos, transporte atraves de canais 1i0nicos,
motilidade e plasticidade neuronal (Cohen, 1982; Nestler e

Greengard, 1983; Walaas e Greengard, 1991).

1.2.14 Proteina—-quinases e fosfatases
De acordo, com a ativag3o por segundos mensageiros, as
proteina-gqinases no tecido nervoso podem ser classificadas em
a)proteina—quinases nucleotideo-dependentes, b)proteina-quinases
2+ ) , . a+
Ca  /calmodul ina-dependentes, c)proteina~quinases Ca / fosfo-
lipidio-dependentes e d)proteina-quinases independentes de

seqgqundos mensageiros (Walaas e Greengard, 1991).

1.2.1.1 Proteina-quinases AMPc dependentes

A atividade da proteina-quinase AMPc dependente (PGA) no
tecido cerebral é mais acentuada nas regifes corticais e nucleos
da base (Walaas et al., 1983b). Atualmente, através da analise
dos RNAm para esta quinase, podem ser identificados multiplas
isoformas das subunidades regulatdorias e cataliticas (Tabela 1).
As isoformas apresentam diferente distribuig3o regional no
cérebro (Cadd e McKnight, 1989; Stein et al., 1987). Nas Aareas
corticais, por exemplo, predominam as isoformas C-alfa, RI-alfa e
beta.

A presenca de AMPc induz a dissociacao da PGA tetramerica
(Tabela 1), ativando as subunidades cataliticas (Granner, 1988).

Com a hidrélise do AMPc pela fosfodiesterase nucleotidio-

dependente ha uma reassociacdao das subunidades. O tipo 11 tem sua



reassociagdo retardada por auto-fosforilacdo (Rubin e Rosen,
1975) .

A PQGA no tecido nervoso, diferentemente em outros tecidos,
tem uma alta atividade na frag¢do particulada (Kelly et al.,
1979). A interacdo da quinase com as membranas e o citoesqueleto
é@ feita através da subunidade regulatodria (Rubin et al., 1972;

Theurkauf e Vallee, 1983).

1.2.1.2 Proteina-quinases GMPc dependentes

A proteina-quinase GMPc dependente (PQG) consiste de um
homodimero (Tabe:la 1) que na presenca de GMPc sofre uma alteragao
conformacional e o dominio inibidor @€ deslocado, liberando a
atividade quinasica. A reversdo e feita pela hidrolise do GMPc
Ppela fosfodiesterase nucleotidio-dependente (Corbin et al., 1986;
Lincoln et al., 1978).

No cérebro apenas o cerebelo contém uma alta atividade de
PQG, mais especificamente nas células de Purkinje (Schlichter et

al., 1980).

1.2.1.3 Proteina-quinases Ca2+/Calmodulina dependentes
Proteina-quinase Ca2+/Calmodulina depententes (PQCaM)
parecem exercer um importante papel no cérebro, pela sua alta
atividade e diversidade de substratos (Kennedy, 1989).
Dentre os varios tipos de PQCaM destaca-se no tecido nervoso
o tipo II (Fukunaga et al.,1982; McGuiness et al., 1985), com

suas varias isoformas (Tobimatsu e Fujisawa, 1989)(Tabelal). Cada



subunidade contém um dominio catalitico, um dominio regulatorio
calmodul ina-dependente e um dominio de associacao (Schulman,
1988; Kelly, 1992). No tecido nervoso predominam as subunidades
alfa e beta, entretanto elas diferem na distribuicdo regional e
localizagdo celular (Miller e Kennedy, 1985).

No mecanismo proposto de ativagao da quinase, o Ca2+ induz
uma alterac3o conformacional da calmodulina, que ent3o interage
com o dominio especifico da enzima. Todas as subunidades sdo
auto-fosforilaveis (McBinness et al., 1985) e a auto-fosforilacdo
torna a enzima Ca2+/calmodulina independente (Ocorr e Schulman,
1991) .

Outras quinases Caf+/calmodulina dependentes estdo presentes
no tecido nervoso, tais como a PQCaM I associada as vesiculas
sinapticas (Nairn e Greengard, 1987), a PQCaM III possivelmente
envolvida na sintese proteica (Nairn e Palfrey, 1987) e a L-

Miosina—quinase (Bartelt et al., 1987).

1.2.1.4 Proteina-quinases Ca2+/fosfolipidio dependente

As proteina-quinases Ca2+/fosfolipidio dependentes (PQC)
estd3o envolvidas na mediagdao de muitas atividades no tecido
cerebral (Tabela 1). Dentre as varias isoformas descritas (Bell e
Burns, 1991), apenas as isoformas Ca2+ dependentes tém sido
caracterizadas no tecido nervoso (Nishizuka, 1988; Ono et al.,
1989) .

Sdo ativadas, na presenca de Ca2+, pelo diacilglicerol (DAG)

liberado na membrana pela atividade da fosfolipase C induzida



pelo primeiro mensageiro (Fisher e Agranoff, 1987; Billah e
Anthes, 1990). O DAG liga-se a um sitio especifico, com alta
afinidade por eésters de forbol, induzindo ao deslocamento do
pseudo-substrato, uma dominio inibidor (Huang, 1989; Soderling,
1990) .

Os tipos alfa e beta ndo se limitam ao tecido nervoso,
enquanto o tipo gama parece ser especifico deste tecido
(Nishizuka, 1988). Estas isoformas sdo amplamente distribuidas no-
cérebro, sendo encontradas maiores atividades nas areas
corticais, 1incluindo hipocampo e cerebelo (Ito el al., 1990).

Estudos citoquimicos tém demonstrado diferentes localizagoOes

subcelulares das isoformas (Kitano et al., 1987; Kose et al.,
1988) .
1.2.1.5 Proteinas quinases aparentemente independentes de

segundos mensageiros

0 tecido cerebral contém ainda uma variedade de outras
quinases, independentes dos mensageiros conhecidos, que atuam em
sitios de serina ou treonina. Entre elas estdo a caseina-quinases
(Girault et al., 1990), neurofilamento—quinases (Wible et al.,
1989) e a piruvato desidrogenase quinase (Cain e Routtemberg,

1991) .



Tabela 1. Isoformas, estrutura, distribuigao cerebral e alguns
possiveis envolvimentos funcionais da proteina-quinases
dependentes de segundos mensageiros (a)

UINSE  ISOTORYS ESTRUTUR DISTRIBUICRO ENVOLV IMENTO
CEREBRAL FUNC [ONAL
SUBUNIDADES TETRAMERO  ARRANJOS UARIADOS REGULACAO DE CANAIS
PH CATALITICAS: NAS DIVERSAS [ONICOS; SINTESE DE
C-« g (RC) REGIOES CEREBRAIS NEUROTRANSH
gmum Rias: 272 IO MaLADOLTeh
RII-<, Rt
PeG HOMODIMERO  CEREBELO (CELULAS REGULACAO DE
DE PURKINJE) CANAIS TONICOS
< By 7y S OLIGOMERO <« e B
PQCaHt [1 COM 16 A SINTESE E LIBERACE™
12 SUBUNI- DE NEUROTRANSMISSOMES
DADES REGULACAO DO CITOES-
QUELETO; LTP
<, B (te2) y (NEUROESPECIFICA) CRESCIMENTO; SINTESE E
78, €,0,1 Ce B LIBERACAO DE NEUROTRANS-
P HIOSORES. REGULACHO DE
CANAIS 1OMICOS E LIP.

(a) As informacoes foram compiladas a partir ﬂos trabalhos:
Hunter, 1987; Walaas e Greengard, 1991; Rodnight e Wofchuk, 1992.
1.2.1.6 Proteina-fosfatases

As proteina-fosfatases no tecido nervoso parecem possuir
moduladores neuro-especificos, o que indica a importadncias destas
enzimas nos sistemas fosforilantes cerebrais.

Além do inibidor-i1 da proteina-fosfatase tipo 1 tem sido
descrito a DARPP-32 (vide o item 1.2.2.4), como inibidora neuro-
especifica desta fosfatase (Williams et al., 1986). Esses

inibidores 3o fosforilados via AMPc, perdendo sua atividade

inibidora sobre a fosfatase 1. A proteina-fosfatase tipo 2Pa no



tecido cerebral parece ser modulada pela proteina G, um substrato
especifico da PQGG (Schlichter et al., 1978). A fosfatase tipo &b,
Ca2+/calmodulina dependente, também conhecida como calcineurina
(Yang et al., 1982), parece estar envolvida em diversos sistemas
fosforilantes no tecido cerebral, inclusive na defosforilagcdo do
inibidor 1 e DARPP-32 (Walaas e Greengard, 1991). A fosfatase
tipo Z2c, Mga+—dependente, também e detectada no tecido nervoso

{Cohen, 1982).

1.2.1.7. Tirosina—-quinases e fosfatases

Além das serina/treonina-quinases e fosfatases o tecido
cerebral apresenta sistemas fosforilantes ativos em residuos de
tirosina (Hirano et al., 1988), especialmente mediando a agcdo de
fatores de crescimento (Yarden e Uldrich, 1988). Estes sitios
fosforilaveis, diferentemente dos de serina/treonina, sao
alcali-estaveis (Cooper et al., 1983) e as fosfatases envolvidas
sdo insensiveis ao fluoreto, vanadato e fosfato (Jones el al.,

1989) .

1.2.2 Substratos protéicos

Ha uma variedade de substratos fosforilaveis no tecido
cerebral, incluido neurfnio e glia. Esses substratos apresentam
padrBes de distribuig3o celular e sub-celular, tém sitios
fosforildveis sensiveis a uma o©ou mais quinases e o papel

especifico de cada um e ainda bastante especulativo. Serdo aqui

abordados somente alguns destes substratos - especialmente



aqueles supostamente identificados eletroforeticamente em gel de
poliacrilamida com dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE) durante a

caracterizacao da ppH-47.

I1.2.2.14 Sinapsinas

As sinapsinas sdo uma familia de proteinas neuro-
especificas, associadas a vesiculas sinapticas (De Camilli et al,
1990). As sinapsinas Ia, Ib, IlIa e IIb, apresentam peso molecular
aparente de 86, 80, 74 e 55 KDa, respectivamente em SDS-PAGE,
sendo a sinapsina I mais basica que a sinapsina II. Todas elas
tém um sitio fosforilavel sensivel a PQA (e PQCaM I). A sinapsina
I possui, além deste, dois sitios sensiveis a PQCaM 1II. As
isoformas parecem ter uma caracteritica distribuigdo regional
(Sudhof et al., 1989).

A localizagdo vesicular da sinapsina I (De Camilli et al.,
1983; Rodnight et al., 1984), a interacdo com o citoesqueleto
(Petrucci e Morrow, 1991) e a sua fosforilagiao Ca2+ dependente
durante a liberagdo de neurotransmissores (Nichols et al., 1990)

sugerem seu envolvimento na exocitose das vesiculas sinapticas.

I1.2.2.2 MARCKS

A MARCKS ¢é& wuma fosfoproteina acida com peso molecular
aparente de 80-87 KDa em SDS-PAGE, associada a membranas e
fosforilada pela PQC (Wu et al., 1982). A analise estrutural
revelou uma massa molecular de 32 KDa aproximadamente, um alto

conteddo de alanina, auséncia de dominios hidrofdbicos e acilagdo
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(miristoilac3o), responsavel pela sua interacdao com membranas
(Stumpo et al., 1989; Erusalimsky et al., 1991). Esta proteina
tem sitios de interagdo com calmodulina (Graff et al., 1989) e
actina (Rosen et al., 1990).

Embora tenha sido apontada como envolvida na transmissdo
sinadptica (Nichols et al., 1987), esta fosfoproteina ndo esta
limitada as terminagdes nervosas. E amplamente distribuida em
neurdnios, ceélulas gliais (Ouimet et al., 1990) e tecidos ndo-
neurais (Blackshear et al., 1986). Devido a sua ubiquidade e
relac3o com a actina esta fosfoproteina podera estar envolvida na
interacido membrana-citoesqueleto numa diversidade de processos,

especialmente aqueles associados ao crescimento celular.

1.2.2.3 B-50

A B-50, também denominada GAP-43, Fi, ppdb, ppS7 e
neuromodulina, & uma fosfoproteina com peso molecular aparente de
45 KDa em SDS-PAGE, ponto isoelétrico de 4.3-4.6, associada a
membranas e fosforilada pela PQC (Nelson e Routtemberg, 1985).
Esta fosfoproteina tem muitas caracteristicas similares a MARCKS,
sem no entanto apresentar qualquer sequéncia homologa a esta. A
analise estrutural da B-50 (Benowitz et al., 1987) revela uma
massa molecular de 24 KDa, auséncia de dominios hidrofobicos e

acilag3o (palmitoilagdo), responsavel pela sua associaga3ao com as
membranas. Como a MARCKS apresenta intera¢do com a calmodulina
(Liu e Storm, 1990) e actina (Moss et al., 1990).

Embora tenha uma localizagc3o predominantemente pre—-sinaptica
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e esteja aumentada durante a sinaptogénese, sua presenga parece
ndo estar limitada aos neuronios (Vitkovic et al., 1988). No
neurdnio a B-50 parece estar envolvida na transmissao e

plasticidade sinaptica (Coggins e Zwiers, 1991).

I1.2.2.4 DARPP-32

A DARPP-32 é uma fosfoproteina com peso molecular aparente
de 32 KDa em SDS-PAGE, com ponto isoelétrico de 4.7 , cuja
fosforilagdo & regulada por dopamina, via PQA (Walaas et al.,
1983a). Esta proteina esta localizada em neurdnios e alguns tipos
de células ndo-neurais que contém receptores Di (Meister et al.,
1989). No tecido cerebral a DARPP-32, associada ao sistema
dopaminérgico, esta enriquecida no caudato-putamen.

Esta fosfoproteina apresenta algumas sequéncias homologas ao
inibidor 1 da proteina-fosfatase {1 (Williams et al., 1986). Esta
proteina apresenta dois sitios fosforilaveis - um de serina e
outro de treonina, este fosforilado via PQA (Girault et al.,
1990). A DARPP-32 parece estar envolvida na regulagdo das fungoes
neuronais mediadas por dopamina, bem como também pode estar
envolvida na regulacdo de muitos outros sistemas fosforilantes

cerebrais, via inibi¢3o da fosfatase | (Walaas e Greengard, 1991).

1.2.2.5 Subunidade alfa da PQCaM I1
A subunidade alfa da proteina-quinase Ca2+/calmodulina

dependente tipo II é uma fosfoproteina com peso molecular em SDS-

PAGE de S0 KDa, bastante evidenciada na frac3o pos—-sinaptica,

ie



associada a proteinas de membrana e do citoesqueleto - possiveis
substratos desta quinase (Kelly e Cotman, 1978; Kelly et al.,
1984) .

A subunidade alfa pode representar 20 a 50% da proteina nas
densidades posS-sinapticas (Kennedy et al., 1983). No entanto,
varias evidéncias apontam sua importdncia na fracdo pré-sinaptica
(Lin et al., 1990). A subunidade alfa esta fortemente presente no
hipocampo (chegando a representar 2% da proteina tissular) e
outras Aareas corticais e tem pequena presenga no cerebelo e
medula espinhal.

Esta proteina possivelmente esteja envolvida na transmissao
sinaptica e em muitos outras atividades nervosas. Alem disso,
talvez tenha um papel estrutural, nd3o enzimatico, junto as
proteinas do citoesqueleto nas densidades pos—sinapticas (Kelly e

Cotmann, 1978; Rostas et al., 1986).

1.2.2.6 Filamentos intermediarios
Os filamentos intermedidrios do citoesqueleto aparentemente

estdo envolvidos na determinagcdo da especificidade da matriz

celular (Getzemberg et al., 1990). Os neurdnios e astrocitos tém
como proteinas formadoras de filamentos intermediarios
especificos - neurofilamentos (NF) e proteina glial fibrilar

acida (GFAP), respectivamente.
As proteinas de neurofilamentos NF-H, NF-M e NF-L tém pesos:
moleculares aparentes de 200, 140 e 68 KDa em SDS-PAGE,

respectivamente (Lazarides, 1982; Carden et al., 1983). Parecem
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haver multiplos sitios de fosferilagdo N e C-terminais nos
neurofilamentos. Os sitios amino-terminais parecem ser sensiveis
4 PQC e PQA, enquanto os sitios carboxi-terminais a quinases
independentes de segundos mensageiros. 0Os neurofilamentos estdo
envolvidos no transporte axonal e a defosforilagdo N-terminal
destas proteinas tem sido relacionada a polimerizagdo fibrilar e
a interagdo com outras proteinas do citoesqueleto e membrana
plasmatica (Sihag e Nixon, 1920).

A fosforilagao da GFAP (50 KDa - pl 46.1) foi obtida em
células intactas (Browning e Ruina, 1984) e parece ocorrer via
PGA e PQAC (Harrison e Mobley, 1991). A fosforilagdo desta
proteina em astrocitos aparentemente ndo esta fundamentalmente
relacionada com a polimerizagdo fibrilar, como acontece com
outras proteinas de filamentos intermediarios (Noetzel, 1990).
Outra fosfoproteina de filamento intermediario encontrada em
astrocitos, e a vimentina (60 KDa-pl 5.3) - uma proteina
associada a celulas de origem mesenquimal (Harrison e Mobley,

1989) .

I1.2.2.7 Outras fosfoproteinas do citoesqueleto

Além das proteinas de filamentos intermediarios muitas outra
proteinas do citoesqueleto nervoso sdo fosforilaveis, como a
tubulina e as proteinas associadas a microtubulos , possivelmente
via PQCaM II e PGA (Yamamoto et al., 1985). Dentre as proteinas

associadas a microtubulos destacam-se no tecido cerebral a MAP-2,

enriquecida na fragdo dendritica, e as proteinas tau,
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enriquecidas no axbnio . Estas proteinas sdo sensiveis a uma
diversidade de quinases (Yamamoto et al., 1985; Akiyama et al.,
1986; Hoshi et al., 1987). Estas fosfoproteinas parecem regular
formacao microtubular, estando possivelmente envolvidas na
plasticidade neuronal (Matus, 1988).

A fosforilagdo da actina € incerta, poréem € evidente a sua
interacao com diversas outras fosfoproteinas cerebrais do
citoesqueleto como as sinapsinas ou fosfoproteinas associadas

membranas como a MARCKS e a B-50 (Walaas e Greengard, 1991).

1.3 METODOLOGIA CORRENTE NO ESTUDO DE FOSFOPOLIPEPTIDEQOS
CEREBRAIS

Ha uma variedade de métodos disponiveis para o estudo de
fosfoproteinas, incluindo : (a) o uso de 32P como marcador de
fosfoproteinas, (b) identificacdo de fosfoproteinas por reacdes
de colorag3o para o fosfato, e (c) por imuno-reagcbes usando
anticorpos contra a forma fosforilada da proteina (Nairn et al.,
1i982; Sternberg e Sternberg, 1983).

A analise da amostra proteica frequentemente envolve a
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), unidimensional
(Laemmli, 1970) ou bidimensional (0’ Farrel, 1975). As proteinas
separadas no gel poder ger eluidas (Harrington, 1990) ou
transferidas para matrizes imobilizantes (Timmons e Dunbar, 1990)
e desta forma podem ser submetidas a analise estrutural ou usadas

para a produgdo de anticorpos. A transferéncia para membranas de

nitrocelulose, num processo introduzido por Towbin e
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colaboradores (1979), tem facilitado bastante no processo de

caracterizagc3o proteica.

1.3.1 32P como marcador de fosfoproteinas

0 uso de 32P como marcador de fosfoproteinas € o método mais
comum e mais eficiente. A [32Plfosfoproteina analisada, devido a
emissdo beta, pode ser detectada por auto-radiografia e por
contagem da cintilag3o e/ou radiagdo de Cerenkov (Gould, 1972). O
32P pode ser incorporado via adigio de (Y -32PIATP ou
(32Plfosfato. A adig3do de [32Plfosfato exige a integridade do

sistema de fosforilag3o oxidativa para sintese de ATP marcado.

1.3.1.1 Marcac3o com [Y-32P]ATP

Grande parte dos sistemas fosforilantes s3o estudados usando
[X’}3EPJATP como doador de fosfato. Este procedimento fornece
in{ormacﬁo sobre os ativadores e inibidores do sistema, bem como
da possivel localizagdo subcelular. Muitas variantes deste
procedimento incluindo adi¢c3o de quinases purificadas e
substratos exdgenos permitem estabelecer a cinética enzimatica do
sistema fosforilante.

0 tecido cerebral possui uma variedade de neurdnios e
células gliais, com diversos compartimentos subcelulares, cada
qual com distintos sistemas fosforilantes. Durante a
homogeneiza¢3o tissular essa compartimentalizagdo €& rompida,
podendo levar a falsos-positivos, 1isto é, gerando sistemas

fosforilantes ndo existentes na situagdo fisioldgica, ou levar a
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falsos—negativos, isto e, fazendo desaparecer sistemas
fosforilantes presentes "in vivo" (Nestler e Greengard, 1984a).
Desta forma @ imprecindivel a confirmacao de sistemas
fosforilantes usando procedimentos com ceélulas ou fragoes

intactas (Rodnight et al., 1986).

1.3.1.2 Marcagao com [32P)fosfato "in vitro"

No tecido nervoso a marcagao com [32Plfosfato "in vitro"
frequentemente envolve a fra¢do sinaptossomal, fatias cerebrais
(Rodnight et al., 1986) e cultura de células (Weiss et al., 1989;
Molloy e kennedy, 1991).

Os sinaptossomas tém sido usados como um bom modelo da

situac3o pre-sinaptica, permitindo o estudo de sistemas
fosforilantes durante a despolariza¢ao e liberacao de
neurotransmissores (Dunkley et al., 1986a e 1986b).

0 procedimento usando fatias cerebrais tem sido bastante
utilizado (Yip e Kelly, 198%9; Rodnight et al., 1988), devido ao
fato dos sistemas fosforilantes serem mantidos <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>