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Reducio da expressao astrocitaria de proteina glial fibrilar dcida em cies tratados
com dexametasona

Decrease in the astrocytic expression of glial fibrillary acidic protein in dogs treated with
dexamethasone

Eduardo Fernandes Bondan''"" Rogério Loesch Zacariotti"
Maria de Fatima Monteiro Martins'" Flavio Cesar Viani"

-NOTA -

RESUMO

A proteina glial fibrilar dcida (GFAP) constitui
o principal marcador dos astrdcitos, as células gliais mais
numerosas do tecido nervoso e que exibem receptores a diversos
horménios esteroidais, os quais exercem aparente influéncia
sobre a expressdo génica das mesmas. O objetivo do presente
estudo foi o de avaliar se a administracdo de dexametasona
(DX) em protocolos terapéuticos para cées seria capaz de afetar
a expressdo astrocitaria dessa proteina. Para tal, amostras da
ponte e da medula espinhal toracica de cées, tratados (n=6)
ou ndo (n=6) com DX, foram submetidas a marca¢do imuno-
histoquimica para a GFAP e a reatividade astrocitaria foi
determinada por colorimetria em um sistema computacional de
andlise de imagens. Diferenca estatisticamente significativa foi
constatada para as médias das areas marcadas para GFAP na
ponte de caes tratados e ndo-tratados com DX, assim como na
medula espinhal toracica dos que haviam recebido previamente
0 corticoide ou ndo, com clara tendéncia, induzida pela droga,
de reducdo da expressdo astrocitaria da proteina. Além disso, a
expressdo de GFAP na medula espinhal foi maior que na ponte,
independentemente do emprego de DX ou néo.
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ABSTRACT

Glial fibrillary acidic protein (GFAP) is the most
important marker of astrocytes, that are the major glial cells in the
nervous tissue and exhibit receptors to several steroid hormones,
which have an apparent influence in their genic expression.
The aim of this study was to evaluate if dexamethasone (DX)
administration in therapeutic protocols to dogs would be capable
of affecting the astrocytic expression of the protein. Samples

from the pons and the spinal cord of dogs, treated (n=6) or not
(n=6) with DX, were submitted to GFAP immunohistochemical
staining and astrocytic reactivity was determined by colorimetry
in a computer system for image analysis. Difference statistically
significant was noted for the mean areas stained with GFAP in
the pons of dogs treated and non-treated with DX, as well as in
the spinal cord of dogs which previously received or not DX,
with clear tendency of drug-induced reduction in the astrocyte
expression of this protein. GFAP expression in the spinal cord was
greater than in the pons, regardless the use of DX or not.

Key words: astrocytes, corticoid, dexamethasone, dogs, GFAP,
immunohistochemistry.

Modificagdes na estrutura quimica
do glicocorticoide cortisol acabaram por gerar
corticosteroides sintéticos, tais como a dexametasona
(DX), considerada 30 vezes mais potente que o
cortisol quanto a sua poténcia anti-inflamatoria,
embora com diminuigdo de seus possiveis
efeitos  mineralocorticoides. As  propriedades
anti-inflamatérias e imunomoduladoras da DX
sdo amplamente aproveitadas na clinica médica
veterinaria e o farmaco é empregado em uma grande
variedade de condicoes patolégicas (GUILPAIN &
LE JEUNNE, 2012).

Os glicocorticoides difundem-se em quase
todas as células e ligam-se no citoplasma a proteinas
receptoras para regular a expressdo de genes
responsivos a corticoides. Determinam modificagéo
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conformacional nos receptores e sua translocacéo ao
ndcleo, onde ativam a transcricdo génica. O mRNA
resultante, entdo, ativa no citoplasma a sintese de
proteinas especificas ¢ peptideos reguladores que
controlam a funcdo celular. Embora geralmente haja
aumento na expressdo de genes-alvo, os corticoides
podem diminuir a transcricdo desses genes, como
ocorre com algumas citocinas, cuja regulacdo
inibitéria tem importante papel nas acdes anti-
inflamatérias e imunossupressoras dos corticoides
(GUILPAIN & LE JEUNNE, 2012).

Os hormonios esteroides sdo capazes de
afetar um amplo espectro de func@es neurais, ja que
facilmente atravessam a barreira hematoencefalica
e transmitem informacdo a neurdnios e células
gliais no sistema nervoso central (SNC). Tem sido
demonstrado que astrécitos e oligodendrdcitos
possuem receptores intracelulares classicos para
muitas familias de hormonios esteroidais, tais como
glicocorticoides, mineralocorticoides, androgenos,
estrogenos e progesterona (MELCANGI et al., 2001).

A proteina glial fibrilar acida (GFAP)
constitui o principal componente estrutural dos
astrocitos de individuos adultos (MONTGOMERY,
1994; SOFRONIEW & VINTERS, 2010), sendo a
imuno-histoquimica o principal método utilizado
na identificagdo da expressdo dessa proteina, que é
relativamente especifica para a populagao astrocitaria.

Uma vez que o0s corticosteroides sao
capazes de modificar a expressdo génica de varias
proteinas gliais in vitro e in vivo em roedores sob
condicBes experimentais, este estudo tem por objetivo
identificar se a administragdo terapéutica de anti-
inflamatérios esteroidais em cdes ¢ também capaz
de promover modificagdes detectaveis na expressao
astrocitaria da proteina GFAP.

Foram utilizadas amostras de tecido
nervoso, obtidas da ponte e do 1° segmento da
medula espinhal toracica (T1), de 12 cées que vieram
a 6bito por diferentes causas, pertencentes a distintas
racas, idades e sexos e que se adequavam a critérios
de preservacao tecidual previamente determinados.
Destes, seis haviam sido tratados com DX nos Ultimos
15 dias (com doses varidveis de 1 a 3mg kg™, por via
intramuscular a intervalos regulares de 4-6 horas,
por um periodo maximo de sete dias) e seis eram
cées clinicamente sadios, sem lesdes observaveis no
SNC e sem qualquer administracdo de farmacos nos
altimos 15 dias.

Apos préviafixagdo em formol tamponadoa
10% por periodosempreinferiorasete dias, asamostras
colhidas foram incluidas em parafina e submetidas a
marcacdo imuno-histoquimica da GFAP pelo método

indireto do complexo avidina-biotina-peroxidase
(ABC). Cortes histologicos de 5um de espessura foram
inicialmente corados com hematoxilina-eosina (HE)
para avaliacdo da integridade do tecido nervoso na
amostra. Descartada a presenca de qualquer possivel
alteracdo histopatoldgica, cortes histologicos foram
feitos em laminas silanizadas. A marcacao da proteina
glial seguiu o método utilizado por ORSINI et al.
(2007) em seu estudo com cdes. Os cortes colhidos em
laminas silanizadas foram desparafinizados em xilol e
hidratados em uma sequéncia decrescente de etandis.
Foram, entdo, incubados durante 24 horas, a 4°C, com
anticorpo primario policlonal anti-GFAP (rabbit anti-
cow GFAP, Z0334, Dako), padronizado na dilui¢do
1:1000. Posteriormente, foram incubados por uma
hora com o anticorpo secundario biotinilado anti-
imunoglobulinas de camundongo (Novostain Super
ABC Kit, Novocastra), na diluicdo 1:100, e, apo0s,
com o0 conjugado estreptavidina-biotina-peroxidase
(Novostain Super ABC Kit, Novocastra) por mais
uma hora. A imunorreatividade foi visualizada pela
aplicacdo sobre os cortes de diaminobenzidina (DAB,
Sigma) a 0,1% como cromdgeno e peroxido de
hidrogénio a 0,5%. Os cortes foram contracorados com
hematoxilina, desidratados, diafanizados e montados
com resina sintética sob laminula. Todas as reagdes
foram acompanhadas por ldminas de controle negativo,
submetidas a todas as etapas do procedimento, exceto
a aplicacdo do anticorpo primario.

Areas de 302.952,5um? dos cortes
submetidos a prova imuno-histoquimica foram
analisadas em microscépio de luz (com objetiva de
10x), para avaliagdo da imunorreatividade das células
marcadas para GFAP. A reatividade astrocitaria
foi determinada por colorimetria em um sistema
computacional de analise de imagens, o Image
Pro-Plus 4.5 (Media Cybernetics, Silver Spring,
EUA), quantificando, em pm? a &rea marcada em
castanho contida na area total de 302.952,5umz. Os
resultados numéricos foram submetidos a andlise
estatistica, utilizando-se os testes de Wilcoxon e de
Mann-Whitney, respectivamente, para as amostras
pareadas e ndo-pareadas e adotando-se um nivel de
significancia de 5%.

Diferencga estatisticamente significativa foi
constatadaparaas médias das areas marcadas paraGFAP
(Tabela 1) na ponte de cées tratados (6219,21+1084,56)
e ndo-tratados com DX (8682,73+£527,73) (P<0,05),
assim como na medula espinhal toracica dos
que haviam recebido previamente o corticoide
(7674,91+1028,09) ou ndo (11620,85+1544,25)
(P<0,05), com clara tendéncia, induzida pela droga,
de reducdo da expressdo astrocitaria da proteina. Foi
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Tabela 1- Areas em um?® com marcagiio para GFAP de uma 4rea total de 302 952,5um’ para os animais que receberam ou nio tratamento
com dexametasona (DX).

Grupo com DX

Grupo sem DX----mnmmmmmmmmmmeomeeeen

Ponte (um?) T1 (um?) Ponte (um?) T1 (um?)

Ciol 7906,71 8126,32 9352,74 14123,24
Cio2 512436 8833,48 8214,69 12413,72
Cio3 5017,26 6118,34 8326,70 10841,23
Cio 4 6841,15 7875,86 9116,24 9760,43
Cio 5 6254,31 8336,12 8112,43 10681,12
Cio 6 6171,49 6759,35 8973,57 11905,37
Média 6219,21° 7674,91° 8682,73" 11620,85"
Desvio-padrio +1084,56 +1028,09 +527,73 +1544,25

T1- primeiro segmento da medula espinhal toracica

Letras distintas indicam diferenga estatisticamente significativa (P <0,05).

também observada diferenca significativa (P<0,05) na e glutamina desidrogenase, ambas importantes

expressdo de GFAP entre as duas regifes analisadas
(ponte x medula espinhal), sendo maior na medula
espinhal do que na ponte, tanto no grupo tratado com
DX quanto no néo-tratado.

Os resultados correlacionando o uso de
corticoides e a resposta astrocitaria sdo controversos.
Os glicocorticoides sdo conhecidos por modularem
a expressdao de uma variedade de proteinas gliais,
incluindo GFAP, glutamina sintetase, proteina bésica da
mielina (MBP) e glicerol-fosfato desidrogenase (JUNG-
TESTAS et al., 1994; CHENG & de VELLIS, 2000).

De forma semelhante a encontrada em
nosso estudo, tratamentos in vivo com corticosterona
e outros corticoides, como DX, revelaram inibir a
expressdao de GFAP no encéfalo de ratos neonatos
e adultos. J& a adrenalectomia mostrou aumentar
os niveis de mRNA e da proteina GFAP, o que foi
posteriormente revertido com a administracdo de
corticosterona (O'CALLAGHAN et al,, 1991;
MELCANGI et al., 2001).

No entanto, um padrdo distinto de
atividade foi encontrado com a corticosterona in vitro,
ja que a exposicdo de astrécitos em cultivo a este
esteroide foi capaz de induzir uma resposta contraria,
de aumento no mMRNA e na propria proteina GFAP.
Surpreendentemente, este efeito da corticosterona era
revertido se os astrécitos fossem co-cultivados com
neurénios (MELCANGI et al., 2001), um achado que
sugere uma complexa interacdo entre os dois tipos
celulares e fornece uma explicacao plausivel para os
resultados discrepantes in vivo e in vitro.

Ainda em astrécitos, demonstrou-se que a
metilprednisolona e a DX aumentaram os niveis de
calcio citossolico, bem como de glutamina sintetase
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no metabolismo do glutamato em tais células
(MELCANGI et al., 2001), assim demonstrando que
a expressdo de muitas outras proteinas astrocitéarias,
além da GFAP, pode ser modulada pela administracao
de corticoides. Este fato sinaliza que os corticoides
podem exercer amplos efeitos morfologicos
e funcionais ndo s6 em células da linhagem
astrocitéria, mas também, de forma indireta, sobre
a atividade neuronal via modulagdo da acdo de
neurotransmissores, como o glutamato, o qual é
normalmente captado e removido do microambiente
neuronal pela agdo astrocitaria (SOFRONIEW &
VINTERS, 2010).

O’ CALLAGHAN etal. (1991) observaram
que a administracdo de corticosterona por cinco dias
a quatro meses reduziu em 20 a 40% a expressdo de
GFAP no hipocampo, mesencéfalo e cdrtex cerebral
de ratos. A adrenalectomia, por sua vez, resultou
num aumento da expressdo dessa proteina a partir
do 12¢ dia pés-cirurgia e persistindo por até quatro
meses, elevagdo esta revertida pela subsequente
administracéo de corticosterona nos ratos previamente
adrenalectomizados.

Segundo ALONSO (2000), 0s
glicocorticoides foram capazes de inibir a proliferacdo
de células progenitoras de oligodendrdcitos (células
NG2*) em varias regides da substancia branca e
cinzenta do SNC de ratos adultos. Uma vez que a
proliferacdo de tais células desempenha um papel
fundamental no processo de remielinizagdo, esses
resultados levantam a possibilidade de efeitos
deletérios no reparo do tecido nervoso a partir de
tratamentos terapéuticos de traumas do SNC baseados
na administragdo de glicocorticoides. Atraso na



488 Bondan et al.

remielinizacdo oligodendroglial apés injecdo de
droga gliotoxica foi igualmente observado no tronco
encefalico de ratos tratados com DX (BONDAN et
al., 2004). Ao mesmo tempo, a regulagdo negativa de
GFAP exercida pelos esteroides adrenais sugere que
0s aumentos de GFAP encontrados na cicatriz glial
apos injaria podem ser atenuados pela administracao
de glicocorticoides. Entretanto, O"CALLAGHAN et
al. (1991) encontraram que aadministragéo crénica de
corticosterona em ratos nao foi capaz de reverter ou
diminuir os grandes aumentos de expressdo de GFAP
causados por dano encefalico induzido por trauma
ou intoxicacdo. Dessa forma, os autores sugerem que
glicocorticoides e injlria parecem regular a expressao
de GFAP por mecanismos distintos.

A maior expressdo de GFAP na medula
espinhal em relacdo a ponte, independentemente do
uso de DX ou ndo, reflete as notaveis diferengas de
densidade astrocitaria encontradas em distintas areas
do SNC (EMSLEY & MACKLIS, 2006).

Uma vez que ainda permanece indefinido
0 exato papel do aumento da expressdo astrocitaria de
GFAP apds agressdo nervosa e discute-se se a propria
formacdo da cicatriz glial no SNC representaria uma
influéncia benéfica ou deletéria no reparo tecidual
(SOFRONIEW & VINTERS, 2010), a reducéo do
conteldo de GFAP demonstrada neste estudo pelo
uso da DX em cdes ndo permite generalizar e inferir,
de forma precisa, as reais implicacBes do uso de
corticoides napréaticaclinicano ambito da recuperacao
morfolégica e funcional do SNC apds situacOes de
agressdo. Apesar das complexas e ndo inteiramente
elucidadas interagBes celulares envolvidas na
manutencdo da homeostasia no microambiente
neural, o que se pode constatar neste estudo é que o
emprego de DX em cées esteve ligado a uma redugéo
da expressdo de GFAP, o principal marcador da
populacdo astrocitaria no SNC, a semelhanca do ja
constatado em alguns estudos in vitro, bem como
realizados experimentalmente em roedores.
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