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RESUMO

Introdugao: O citoesqueleto é uma complexa rede de proteinas que determina a forma da célula. Ele é fun-
damental para que ocorra a movimentacdo celular; proporciona o suporte estrutural e mobilidade de
organelas intracelulares e a estrutura para movimentagio e separagio de cromossomos durante a divisdo
celular. Os componentes principais do citoesqueleto sdo os microfilamentos, os filamentos intermediérios e
os microtdbulos. Os microttbulos sdo formados por dimeros de o e B tubulina que se associam a protefnas
especificas, as protefnas asssociadas aos microtibulos (MAPs). A associagio diferencial entre estas protefnas
possibilita ampla variedade na modulagio de funcdo dos componentes do citoesqueleto no meio celular. As
MAPs expressas no sistema nervoso central (SNC), MAP2 e tau, possuem diferentes isoformas geradas por
processamento alternativo. O objetivo da presente revisio é de descrever e discutir as principais fungdes das
proteinas do citoesqueleto em condi¢des normais e patolégicas, com destaque na fisiopatologia das epilepsias.
Resultados: As MAPs possuem fungdes essenciais nas células neuronais, agem principalmente na formagéo
estrutural destas células, garantindo sua morfologia e regulando fungdes especificas. Alteragdes nos niveis de
expressdo de proteinas estruturais estdo envolvidas em diversas patologias do SNC como a esquizofrenia, a
epilepsia do lobo temporal, as displasias corticais e as desordens do desenvolvimento. Estudos com modelos
animais de epilepsia e tecido humano proveniente de pacientes epilépticos tém mostrado que as crises
epilépticas podem modificar a expressdo das protefnas do citoesqueleto. Conclusdes: Apesar do significativo
conhecimento existente sobre o citoesqueleto e protefnas associadas aos microttbulos, ndo se sabe exatamente
o0s mecanismos responséveis pelas modificagdes estruturais encontradas em algumas patologias. Além do papel
bem estabelecido do citoesqueleto como componente estrutural e citoarquitetonico, sua participagio como
facilitador do trafico intracelular de neurotransmissores e outras macromoléculas é func¢io ainda a ser melhor
explorada e compreendida.

Unitermos: citoesqueleto, protefnas associadas aos microtdbulos, epilepsia do lobo temporal, neuropatologia,
desordens do neurodesenvolvimento.

ABSTRACT

The role of cytoskeleton proteins in normal cell physiology and in pathological conditions

Introduction: The cytoskeleton is a complex network of protein fibers that determines the shape of cells. It is
essential for the movements of cells and provides the structural support and movements of organelles within
the cells, and the framework for moving and separating chromosomes during the cell division. The main
components of the cytoskeleton are microfilaments, intermediate filaments and microtubules. Microtubules
are assembled dimers of o and B tubulin that bind to specific proteins, the microtubules associated proteins
(MAPs). Differential association between these proteins enables a wide variety in functional modulation of
the cytoskeleton components in the cellular environment. The MAPs expressed in the central nervous system
(CNS), MAP?2 and tau, have different isoforms generated by alternative splicing. The aim of the present short
review is to describe and discuss the key functions of cytoskeleton proteins in physiological and pathological
states, mainly in the epileptic condition. Results: The MAPs have critical roles in neurons, they act mainly on the
structural formation of these cells, ensuring their morphology and regulating specific functions. Changes in the
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expression levels of structural proteins are involved in various CNS pathologies such as schizophrenia, temporal
lobe epilepsy, cortical dysplasia and developmental disorders. Studies with animal models of epilepsy and human
tissue from epileptic patients have shown that seizures can change the expression of cytoskeletal proteins.
Conclusions: Despite the significant amount of knowledge on cytoskeleton and microtubules associated proteins,
the precise mechanisms responsible for structural changes found in some pathological conditions are still not
known. Besides the well-established role of the cytoskeleton as a structural and cytoarchitectural component,
its participation in the facilitation of intracellular trafficking of neurotransmitters and other macromolecules

is a function to be further explored and understood.

Keywords: cytoskeleton, microtubules associated proteins, temporal lobe epilepsy, neuropathology,

neurodevelopmental disorders.

CITOESQUELETO E SEUS COMPONENTES

O citoesqueleto ¢é
altamente dindmica, que participa dos processos de
plasticidade, transporte e sinalizagio celular, além de ser o

uma complexa rede de proteinas,

principal determinante da morfologia celular.!?

Os componentes do citoesqueleto sio os microfilamentos,
os filamentos intermedidrios e os microtibulos. Os
microfilamentos, também conhecidos como citoesqueleto
de actina, formam uma estrutura complexa responsavel
pelo controle da forma celular, distribuicio das proteinas
de membrana e trafego intracelular.’?

Em neurdnios, os filamentos de actina se acumulam nas
espiculas dendriticas, que sdo estruturas pds-sinapticas onde
amaioria das sinapses excitatérias ocorrem, e os filamentos
de actina participam na morfogénese das espiculas e da
fungio sinéptica.

Os filamentos intermedidrios sdo constituidos prin-
cipalmente por neurofilamentos (NF), que sdo essenciais
para a manutencdo da forma neuronal, da arborizacdo
dendritica e para o crescimento axonal e transporte de
moléculas e organelas no sistema nervoso.’

Existem trés tipos diferentes de neurofilamentos,
que diferem entre si pelo peso molecular: as de baixo
peso molecular, NF-L (68 kDa), as de peso molecular
intermedidrio, NF-M (160 kDa) e as de alto peso mole-
cular, NF-H (200kDa), que formam heteropolimeros
entre si.%7

Durante o estdgio de morfogénese neuronal os com-
ponentes do citoesqueleto auxiliam nos processos de
crescimento neuritico e estabilizacio de axdnios e dendritos
formados.’

Além de participar do desenvolvimento do sistema
nervoso, o citoesqueleto estd envolvido em processos de
plasticidade no cérebro adulto.” Mutagdes em genes que
codificam neurofilamentos ou suas proteinas ligantes podem
causar inibicdo no transporte axonal.'® Adicionalmente, o
acimulo anomal de proteinas dos neurofilamentos é uma
caracterfstica comum a muitas doencas neurodegenerativas,
como a doenga do neurdnio motor humana.!©
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A fosforilagdo é um mecanismo importante para
a regulacio da estrutura e fungido das protefnas dos
neurofilamentos, pois € através de seu estado de fosforilagio
que elas adquirem estabilidade e habilidade de interagir
com outras proteinas do citoesqueleto.!!

O sistema microtubular é provavelmente o mais
interessante em termos de desenvolvimento e fungio
dendritica, j4 que sfo elementos essenciais para a elaboragéo
das ramificacdes dendriticas.!? Bensimon e Chermat!®
sugeriram que a desagregacio microtubular poderia estar
diretamente relacionada aos danos cognitivos vistos em
doencas neurodegenerativas, uma vez que a administracio
cronica de colchicina em ratos causou uma desestabilizagio
dos microtibulos, resultando em um déficit de aprendizagem
similar ao que ocorre na doenga de Alzheimer. Além disso,
alteracdes na meméria de longo prazo e diminuicdo das
espiculas dendriticas no hipocampo foram encontradas em
ratos tratados com colchicina.'

As propriedades dinAmicas dos microtidbulos sio
moduladas por proteinas denominadas proteinas associadas
aos microtibulos (MAPs, do inglés microtubule associated
proteins) .1

As MAPs podem ser divididas em trés familias distintas:
MAP1, MAP2 e tau. A familia MAP1 apresenta trés
isoformas, presentes na maioria dos vertebrados, MAP1A,
MAPIB (também conhecida como MAP5 ou MAPIX) e
MAPIS. Os integrantes da familia MAP1 sdo codificados
por genes diferentes, regulam a estabilizagio e a formacéo
de fasciculos microtubulares pela formacdo de pontes
cruzadas entre eles.!>!?

Na familia MAP2 existem as isoformas de alto peso
molecular, MAP2A e MAP2B, expressas exclusivamente
em neurdnios, e as de baixo peso molecular, MAP2C e
MAZ2D, presentes em neurdnios e células gliais (Tabela 1).
As MAP2 de alto peso molecular sio restritas ao corpo
celular e dendritos, mas ndo é encontrada em axonios;
as de baixo peso molecular estio distribuidas em todos os
compartimentos neuronais.'>!6

As multiplas isoformas de MAP2 sao codificadas por
um Gnico gene que sofre um processamento alternativo
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durante o desenvolvimento.!” Além disso, estas proteinas
apresentam padrdes de expressido distintos ao longo do
desenvolvimento. MAP2C ¢ expressa durante estigios
iniciais do desenvolvimento, mas também é encontrada na
retina e bulbo olfatério de adultos.'® Ja MAP2B e MAP2D
estdo presentes durante todo o desenvolvimento e no
adulto!®!? (Tabela 1).

A MAP2A ¢ a isoforma mais abundante no cérebro
adulto! 320 embora também esteja presente em estagios
iniciais do desenvolvimento, como observado no estudo
de Kalcheva e colaboradores,?' que observaram a expressao
de MAP2A na medula espinhal de fetos humanos
provenientes de abortos com aproximadamente 2 trimestres
de gestacdo.

Tabela 1. Descricao das isoformas de MAP2 quanto ao tipo celular
em que estdo presentes e periodo de expressio.

Tipo celular em Expressiao durante

Isoforma . . Referéncias
que é expressa o desenvolvimento
MAP2A Neuro6nios Adulto Binder e cols,
77777777777777777 19841
MAP2B Neurdnios Durante o Matus, 198822
desenvolvimento e Tycker, 199015
no adulto
Sanchez e cols,
77777777777777777 2000'8
MAP2C Neur6nios e Inicio do Riederer e
células gliais desenvolvimento Matus, 1985%
Goedert € cols,
19912
Sanchez e cols,
77777777777777777 2000'8
MAP2D  Neurénios e Ao longo do Doll e cols,
células gliais desenvolvimento 1993%
Ferhat e cols,
199426
Sanchez e cols,
2000'8

Experimentos com cultura de neur6nios hipocampais
demonstraram que a expressio de MAP2 aparece
uniformemente distribuida por toda célula neuronal, inclusive
em axOnios, em estigios iniciais do desenvolvimento.
Porém, com o avango do desenvolvimento, os niveis de
MAP2 nos axdnios diminuem tornando-se quase nulos em
neurdnios adultos.??

O estado de fosforilagio da MAP2 ¢ essencial para a
regulacdo de suas fungdes. Estudos in vitro indicam que a
MAP?2 fosforilada diminui sua habilidade de promover a
estabilidade dos microtdbulos e atenua sua atividade de
ligacdo a actina.!?

A inibicio da expressio de MAP2 em neurdnios
hipocampais e cerebelares previne o crescimento neuritico?®
e a inibicAo desta proteina apds a formagio de neuritos
resulta em microtubiilos desorganizados e reduz o nimero de
processos neuriticos.?’ Camundongos mutantes nulos para
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MAP2 apresentaram menor densidade de microtibulos em
dendritos de células de Purkinje observadas por microscopia
eletronica.*°

A expressio alterada de MAP2 ¢ MAPIB parecem
estar relacionadas 2 anormalidades do citoesqueleto vistas
em algumas patologias, como na esquizofrenia. Alguns
estudos demonstraram que estas protefnas estdo alteradas
em neurdnios de areas cerebrais especificas, como o cértex
entorrinal e o hipocampo de pacientes com esquizofrenia.
A expressio anormal destas proteinas estd relacionada
a algumas alteragdes morfolégicas que ocorrem na
estrutura cortical destes pacientes, como a desorganizacio
citoarquitetonica, tamanho reduzido e perda da polaridade
neuronal entre outras alteragdes.’!

A terceira familia das MAPs é representada pela
proteina tau. Existem seis isoformas de tau identificadas
em neurdnios de mamiferos, cuja fungio principal é se ligar,
estabilizar e promover a associacio dos microtibulos.!? As
isoformas de tau estdo presentes nos axdnios das células
neuronais maduras,’ mas também sio encontradas em
corpos celulares e dendritos de neurdnios hipocampais em
desenvolvimento.?>3

As isoformas de tau do cérebro humano adulto séo
geradas por processamento alternativo. Este mecanismo
¢ regulado pelo desenvolvimento, assim como seu estado
de fosforilagio.”

A inibigdo da expressio de tau antes do inicio dos
mecanismos de polaridade neuronal previne a formagio de
axOnios, e a inibicdo de tau ap6s o inicio deste mecanismo
induz a perda dos axdnios, o que indica o papel essencial de
tau na iniciagio e manutencio da axogénese.*® Entretanto,
outros estudos sugerem que a tau nio ¢ indispensavel para
o crescimento axonal in vivo, ja que ratos transgénicos com
deficiéncia de proteina tau ndo apresentavam qualquer
efeito deletério nos mecanismos de axogénese.*

A principal descoberta em relagio & proteina tau se
baseia no fato de que esta proteina é o principal componente
dos filamentos em forma de hélice pareados (do inglés paired
helical filaments, PHFs), os quais formam os emaranhados
neurofibrilares (neurofibrillary tangles, NFTs) na doenga de
Alzheimer.®

A fosforilagdo anormal da proteina tau resulta em sua
deposicao nos filamentos em forma de hélice pareados, que
se acumulam em neuritos e corpos celulares neuronais,
causando lesdes que podem ser as responsaveis pelo
processo de neurodegeneragio que ocorre na doenga de
Alzheimer.344!

Assim, a fosforilacio da tau em seus sitios especificos
de ligagdo é o que garante seu funcionamento normal,
e sua fosforilagio inapropriada resulta em disfungio e
menor viabilidade celular. De fato, todas as doengas
neurodegenerativas envolvidas com a protefna tau apre-
sentam esta proteina anormalmente fosforilada.’*443
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CITOESQUELETO E EPILEPSIA

O funcionamento apropriado do sistema nervoso
depende da complexidade das redes neuronais elaboradas
durante o desenvolvimento, quando os neurdnios adqui-
rem suas formas e fungdes especificas. Por esta razdo, os
mecanismos de neuritogénese, axogénese e dendritogénese
sdo essenciais para os neurdnios adquirirem suas
caracteristicas morfoldgicas funcionais. Estes mecanismos
dependem da dinimica especifica e coordenada do
citoesqueleto de actina e dos microtibulos.!2

As malformagdes do cortex cerebral sdo a principal
causa de epilepsia grave na populacio pediatrica, sendo
que 40% das criancas com epilepsia farmaco-resistente
apresentam algum tipo de malformacio cortical.*

Estudos em humanos e camundongos tém identifica-
do mutacdes em genes envolvidos em alguns processos
essenciais, como a proliferacio, migracio e adesdo
celular, mas principalmente nos processos dinAmicos
do citoesqueleto. Mutacdes nesses genes podem ser
cruciais para o surgimento de anormalidades durante o
desenvolvimento do cértex cerebral, podendo resultar
em graves malformagdes corticais, como heterotopias e
displasias.*

Sabe-se que alteracdes na expressio de proteinas
estruturais ocorrem na epilepsia, sendo que a maioria das
anormalidades morfolégicas observadas na epilepsia do lobo
temporal (ELT) estdo localizadas no hipocampo. Kato e

colaboradores*® observaram o surgimento de aberragdes

dendriticas na amigdala e hipocampo contralaterais
as lesdes induzidas pelas crises por abrasamento em
camundongos. A andlise da imunofluorescéncia para
MAP2 nestes animais revelou hipertrofia dos dendritos
proximais das células granulares do giro denteado do
hipocampo e em neurdnios da drea amigdalo-hipocam-
pal. Utilizando microscopia eletronica, Kato e cola-
boradores encontraram um aumento no ndmero de
microttbulos polimerizados nas células granulares do giro
denteado. Para os autores, estes resultados sugerem que
o crescimento de dendritos com microttbulos estiveis
faz parte de um processo de plasticidade estrutural em
resposta a atividade ictal em 4reas especificas do cérebro
adulto.

Na ELT, o hipocampo também pode apresentar
modificages patoldgicas como dispersio das células
granulares, formacio de neobrotamento axonal anormal
das fibras musgosas e a reorganizagio sindptica.*#? Estudos
com modelos animais de epilepsia e tecido humano tém
mostrado que as crises epilépticas podem modificar a
expressdo das protefnas do citoesqueleto.” 05!

Estudos de nosso laboratério tém mostrado que
proteinas
diferencial em hipocampos epileptogénicos quando
comparados a controles.”” A Figura 1 ilustra o aumento
de imunoreatividade de duas MAPs essenciais, MAP2 (A
e B) e tau (C e D) na camada granular de pacientes epi-

do citoesqueleto apresentam expressio

lépticos (A e C) quando comparados a de controles ndo
epilépticos (B e D).

Figura 1. Expressio de
MAP2 (A eB)etau (CeD)
na camada granular de
hipocampo humano.
Hipocampos epileptogénicos
(A e C) apresentam maior
expressio de MAP2 e tau que
hipocampos controle (B e D).
A barra no canto inferior
direito equivale a 50 um.
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Estudos com modelos experimentais de epilepsia
induzida por 4cido cafnico demonstram que os niveis de
expressdo da protefna o-tubulina e de seu RNAm foram
maiores nos corpos celulares, axdnios e dendritos das
células granulares . O aumento do RNAm da a-tubulina
foi restrito aos corpos celulares, enquanto que os niveis
de expressao da proteina foram maiores nos dendritos das
células granulares e axdnios (fibras musgosas) na camada
molecular interna. Estas mudangas ocorreram entre 6-12
dias apds o tratamento com 4cido cafnico e precederam
a formacfo do neobrotamento das fibras musgosas que
ocorreu entre 12-30 dias ap6s as crises.

Pollard e colaboradores °*, demonstraram que o
aumento na expressio de o-tubulina estd acompanhado
por um aumento na expressio das protefnas associadas aos
microtibulos MAP2 e tau. Os autores utilizaram 0 método
de hibridizagio in situ e observaram que os niveis do RNAm
da MAP2 aumentaram nos corpos celulares e dendritos
das células granulares apds 3 dias da administragio de
4cido cafnico. Este aumento estava associado ao aumento
transitério na imunoreatividade de MAP2 nos dendritos
das células granulares, semelhante ao que observamos > e
ilustramos na Figura 1.

Ainda no estudo de Pollard e colaboradores 54, o RNAm
da protefna tau também aumentou nos corpos celulares
das células granulares, enquanto que a imunoreatividade
para protefna aumentou nos axonios destas células, ou seja,
nas fibras musgosas. Desde que as protefnas MAP2 e tau
sejam importantes nos processos de iniciagio, elongagio e
estabilizagio de neuritos, Pollard e colaboradores sugerem
que a grande expressao destas proteinas através da formagéo
de microttbulos pode desempenhar fungdes importantes na
formacdo do neobrotamento axonal das fibras musgosas
em animais epilépticos. Sato e Abe % também verificaram
aumento dos niveis do RNAm de oa-tubulina no giro
denteado e em CA3, acompanhado pela elevagio da
quantidade de dendritos proximais das células granulares do
giro denteado de ratos submetidos 2 crises por abrasamento.
Estes achados sugerem que os microtdbulos contribuem
para o remodelamento sindptico, como o neobrotamento
axonal das fibras musgosas e a reorganizacio das redes
neurais induzidas pelas crises.

Além dos achados em modelos de crise induzida por
4cido cafnico e por abrasamento, Fisher e colaboradores *°
observaram que os niveis de RNAm e proteico de MAP1B
também estdo aumentados no hipocampo de ratos que
sofreram crises induzidas por pentilenotetrazol, indicando
que MAPIB ¢ um indicador sensivel de mudangas
estruturais que ocorrem no hipocampo em respostas as
crises induzidas por este quimio-convulsivante.

Além da ELT, outras sindromes neurolégicas que podem
cursar com crises epilépticas como a displasia cortical (DC)
parecem ter relagio com as anormalidades na expressio das
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protefnas do citoesqueleto. A DC é caracterizada por uma
malformagio do cértex cerebral devido a alteracdes nos
processos de desenvolvimento cerebral.>7%

Mizoguchi e colaboradores®® observaram anormalidades
relacionadas a protefnas do citoesqueleto em tecido cortical
displésico obtido cirurgicamente de 4 casos de pacientes com
epilepsia intratavel. Estes autores detectaram alteragdes
estruturais como neurdnios displdsicos e células em baldo
anormais, com actimulo de protefnas de neurofilamento
e MAP2.

Assim como nos PHFs vistos na doenga de Alzheimer,
os neurdnios displasicos apresentam um acimulo anormal
de protefnas neurofilamentosas. Duoung e colaboradores
% investigaram se esses depdsitos protéicos eram similares
imunoreatividade de suas proteinas. Eles
analisaram tecidos displ4sicos provenientes de cirurgia para

N

quanto a

tratamento de epilepsia intratdvel em criangas e amostras
de necrépsias de pacientes que sofriam de Alzheimer. Uma
intensa marcagao de neurofilamentos de médio e alto peso
molecular foi vista em neurdnios hipertréficos do tecido
displasico. O actimulo de proteinas dos neurofilamentos
visto na DC, bem como os emaranhados neurofibrilares
da doenca de Alzheimer demonstraram imunoreatividade
contra as protefnas do neurofilamento fosforiladas e
desfosforiladas, ubiquitina e tau. Apenas na doencga de
Alzheimer foi observada reatividade para filamentos em
hélice pareados. Estes resultados mostram que o actimulo
neurofibrilar existente no tecido displdsico apresenta
alguns antfgenos em comum com os emaranhados neu-
rofibrilares, porém apenas doenca de Alzheimer foi descrita
imunoreatividade para os PHFs .

Assim, as anormalidades das células displasicas
encontradas na DC e as alteracbes provenientes do
remodelamento sindptico que ocorre na ELT podem se
apresentar como indutores ou participantes do processo
epileptogénico, indicando extensa participagio de protefnas
do citoesqueleto em processos de geragio ou manutengio
de circuitos anormais.’”°!

CONCLUSAO

O citoesqueleto é uma estrutura altamente dinAmica
e complexa e que participa de fungdes celulares essenciais.
Intimeros estudos relacionam determinadas patologias do
sistema nervoso as alteragdes na formacio do citoesqueleto
e na expressiao de protefnas associadas a ele. A epilepsia
do lobo temporal, as displasias corticais e a esquizofrenia
sdo exemplos de patologias que apresentam algum tipo de
envolvimento com as alteragdes que ocorrem na formacio
citoesquelética.

Apesar do significativo conhecimento existente sobre
o citoesqueleto e protefnas associadas aos microtibulos,
ndo se sabe exatamente os mecanismos responséveis
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pelas modificagdes estruturais encontradas em algumas

patologias. Além do papel bem estabelecido do citoesqueleto
como componente estrutural e citoarquitetdnico, sua
participacio como facilitador do trafico intracelular de

neurotransmissores e outras macromoléculas é fungio

ainda a ser melhor explorada e compreendida.
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