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Resumo

Introducdo. A regulagdo nos niveis de calcio (Ca?*) em neur6nios é fundamental para a
sinalizagdo celular, transmissdo sinaptica e homeostase neuronal. A calbindina-D28k (CB) é
uma proteina de ligacdo ao cdlcio composta por seis dominios EF-hands, quatro das quais
podem se ligar ao Ca?* com alta afinidade molecular e regular os seus niveis intracelulares. O
estudo é centrado em investigar o padrao de expressdo de CB como um fator de neuroprotecao
durante o envelhecimento animal. Objetivo. Construir uma analise critica de resultados de
diferentes estudos originais com o objetivo de responder a pergunta: os niveis de Calbindina-
D28k podem sofrer modificages durante a senescéncia animal? Além de uma discussdo
aprofundada sobre a tematica atual. Método. A estratégia de busca dos dados utilizados
contou com estudos obtidos por meio das bases de dados: Medical Literature Analysis and
Retrieval System Online (MEDLINE/PubMed), Science Direct e Web of science. 57 artigos foram
analisados. Resultados. As bases de dados apontaram para poucos estudos envolvendo a
quantificacdo da proteina em neurdnios humanos e estudos pés-morte, mas com base robusta
em experimentos animais e in vitro. Os achados mostram que animais idosos tém expressao
reduzida de CB. Os niveis CB relacionam-se com a neuroprotecdo em modelos animais.
Conclusao. Diante dos achados, os dados sugerem que a regulagdo negativa de CB pode estar
relacionada ao envelhecimento. As informagOes levantadas aqui podem ser utilizadas em
estudos futuros sobre a patogénese de doengas que envolvam a neurodegeneragdo e
expressao de proteinas ligantes de calcio, mais especificamente a Calbindina-D28k.
Unitermos. Calbindina-D28k; Neuroprotegdo; Proteinas ligantes de calcio; Envelhecimento
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Abstract

Introduction. Regulation of calcium (Ca?*) levels in neurons is critical for cell signaling,
synaptic transmission and neuronal homeostasis. Calbindin-D28k (CB) is a calcium-binding
protein composed of six EF-hands domains, four of which can bind Ca2* with high molecular
affinity and regulate its intracellular levels. The study is focused on investigating the pattern
of CB expression as a neuroprotective factor during animal aging. Objective. To construct a
critical analysis of results from different original studies to answer the question: can Calbindin-
D28k levels change during animal senescence? In addition to an in-depth discussion on the
current topic. Method. The data search strategy used included studies obtained through the
following databases: Medical Literature Analysis and Retrieval System Online
(MEDLINE/PubMed), Science Direct and Web of science. 57 articles were analyzed. Results.
The databases pointed to few studies involving protein quantification in human neurons and
postmortem studies, but with a robust basis in animal experiments and in vitro. The findings
show that aged animals have reduced expression of CB. CB levels are related to
neuroprotection in animal models. Conclusion. In view of the findings, the data suggest that
the downregulation of CB may be related to aging. The information gathered here can be used
in future studies on the pathogenesis of diseases involving neurodegeneration and expression
of calcium-binding proteins, more specifically Calbindin-D28k.

Keywords. Calbindin-D28k; Neuroprotection; Calcium-binding proteins; Aging

Resumen

Introduccién. La regulacidn de los niveles de calcio (Ca2+) en las neuronas es fundamental
para la sefializacion celular, la transmisidn sinaptica y la homeostasis neuronal. Calbindin-D28k
(CB) es una proteina de unidén a calcio compuesta por seis dominios EF-hands, cuatro de los
cuales pueden unirse a Ca2+ con alta afinidad molecular y regular sus niveles intracelulares.
El estudio se centra en investigar el patréon de expresion de CB como factor neuroprotector
durante el envejecimiento animal. Objetivo. Construir un analisis critico de los resultados de
diferentes estudios originales para responder a la pregunta: ¢épueden cambiar los niveles de
Calbindin-D28k durante la senescencia animal? Ademas de una discusion en profundidad sobre
el tema actual. Método. La estrategia de busqueda de datos utilizada incluyé estudios
obtenidos a través de las siguientes bases de datos: Medical Literature Analysis and Retrieval
System Online (MEDLINE/PubMed), Science Direct y Web of Science. Se analizaron 57
articulos. Resultados. Las bases de datos sefialaron pocos estudios relacionados con la
cuantificacion de proteinas en neuronas humanas y estudios post mortem, pero con una base
solida en experimentos con animales e in vitro. Los hallazgos muestran que los animales de
edad avanzada tienen una expresion reducida de CB. Los niveles de CB estan relacionados con
la neuroproteccién en modelos animales. Conclusion. En vista de los hallazgos, los datos
sugieren que la regulacién a la baja de CB puede estar relacionada con el envejecimiento. La
informacién recopilada aqui se puede utilizar en futuros estudios sobre la patogénesis de
enfermedades que involucran la neurodegeneracion y la expresion de proteinas de unién a
calcio, mas especificamente Calbindin-D28k.

Palabras clave. Calbindin-D28k; Neuroproteccién; Proteinas ligantes de calcio;
Envejecimiento
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INTRODUCAO
O calcio, como um segundo mensageiro, transporta
sinais por toda a célula nervosa como uma reacao a

despolarizacdo da membrana. Portanto, ele esta transferindo
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informacdes sobre o status da atividade neuronal tanto
localmente, por exemplo, em uma coluna dendritica ou um
pequeno segmento dendritico, quanto dentro do neurdnio,
por exemplo, para aumentar o metabolismo energético!-.
Mudangas nos niveis de Ca?* sao frequentemente restritas a
regides especificas do citosol, permitindo que diferentes
processos (como exocitose de uma vesicula secretora)
acontecam localmente, sem afetar outros processos em
outras partes da célulal. Uma funcdo crucial do calcio é
regular a sinalizacao dependente da atividade. Por
mecanismos de feed-back e feed-forward, a sinalizacao de
calcio reforca conexdes sinapticas relevantes, elimina
conexdes desnecessarias e evita a super excitacdo, pois
controla a excitabilidade neuronal!2.

A liberacao de neurotransmissores esta intimamente
relacionada as oscilagdes nos niveis de calcio intracelular. A
densidade do canal de ions de calcio é alta em zonas ativas
nos terminais pré-sinapticos, opostos aos receptores pos-
sindpticos. Os ions de calcio ndo se difundem longe de seu
local de entrada porque sao imediatamente tamponados por
proteinas de ligagao ao calcio?™. Portanto, o influxo de célcio
gera um aumento local na concentracdo de calcio no local
das zonas ativas. Em todas as sinapses, a liberacao do
neurotransmissor tem uma correlacao nao linear com o
influxo de Ca?*, o que significa que um aumento de duas
vezes nos niveis de Ca?* pode produzir um aumento de 16
vezes na quantidade de neurotransmissor liberado[5,6]. Ao

ajustar os niveis de célcio no terminal pré-sinaptico, ao longo

Rev Neurocienc 2022;30:1-36.



da duracao do potencial de acao, a liberacao do
neurotransmissor também ¢é regulada, portanto a
transmissdo sindaptica também é afetadal®. Estudos
mostram que quase todos os adultos mais velhos
apresentam algum grau de doenca de Alzheimer e outras
patologias cerebrais, porém a extensdao em que essas
patologias contribuem para o comprometimento motor varia
significativamente de pessoa para pessoa’:8. Isso sugere que
outros fatores, como estilos de vida ou proteinas, podem
compensar os efeitos negativos das patologias cerebrais por
meio de outras vias moleculares.

A concentracdo citosdlica de Ca?* pode aumentar
transitoriamente em 10-100 vezes, devido a liberacao
induzida por sinal do reticulo endoplasmatico ou influxo do
meio extracelular pelos canais de calcio. A subita mudanca
citosdlica no nivel de cdlcio é detectada por certas proteinas
de ligacao ao Ca?*. Estas proteinas de ligacao ao calcio
regulam a concentracdo do Ca?*, mas também sao regulados
pela quantidade intracelular de calcio. A concentracao de
calcio citosdlico livre em uma célula em repouso é baixa
devido a captacao para o reticulo endoplasmatico e/ou
transporte continuo para fora da célula, orquestrado por
bombas movidas a ATP. Complementando esses principais
mecanismos de entrada e saida, quando os tampdes de
calcio ficam carregados com calcio, eles servem como
agentes de ajuste fino das propriedades espaciais e
temporais dos sinais de calcio. Essas proteinas influenciam a

amplitude e o tempo de recuperacao dos transientes de
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calcio’. Além disso, os PLCs possivelmente direta ou
indiretamente facilitam a sensibilizacao ou dessensibilizacao
dos canais de calcio e podem cortar a entrada adicional de
calcio na célula?®.

As proteinas de ligacdo ao Ca?t sdo um grupo
heterogéneo e extenso de proteinas!!, que estao envolvidos
em muitas funcoes celulares e extracelulares, desde a
homeostase do calcio até as vias de sinalizacdo do calcio®12,
O sinal de calcio é deflagrado por varios motivos proteicos
de ligacao de calcio. Eles estdo presentes no tampdo de
calcio especializado e nas proteinas sensoras de calcio que
acoplam as mudangas na concentracao de calcio a uma
ampla variedade de funcdes, dependendo de sua disposicao
e fonte de calcio!3. Apesar do fato de terem varias estruturas
e propriedades, eles se ligam seletiva e reversivelmente ao
calcio em dominios especificos, a cinética dessa interacao
frequentemente sendo muito rapidal-14,

A Figura 1 elucida as principais vias de sinalizacao
celular que provocam influxo de Ca*? na célula e os
receptores descritos em literatural®>. H4 um grande nimero
de receptores [GPCRs (receptores acoplados a proteina G) e
PTKRs (receptores ligados a proteina tirosina quinase)] que
sao acoplados a diferentes isoformas de PLC (fosfolipase C)
que geram o segundo mensageiro mobilizador de Ca?*, o
inositol 1,4,5-trifosfato (InsP3)!>/16,
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Figura 1. Modelo esquematico da sinalizacdo celular mediada por calcio e a
participacao das PLCs (Calbindina-D28k, Calrretinina e Parvalbumina) como sensores
citosédlicos e de tamponamento do ion. Os principais receptores capazes de modular
o influxo de Ca*? na célula estdo abraviados. Abreviaturas: AC - adenilato ciclase;
AdipoR - receptor de adiponectina; AMPAR - receptor de acido a-amino-3-hidroxi-5-
metilisoxazol-4-propidnico; CaBP - proteina de ligagdo ao Ca2*; cADPR - cADP-ribose;
CaM - calmodulina; CNGA - canal a controlado por nucleotideos ciclicos; CNGB - canal
B controlado por nucleotideos ciclicos; DUOX - dupla oxidase; GCAP - proteina
ativadora da guanilato ciclase; GPCR - receptor acoplado a proteina G; 5-HT3 - canal
3 de serotonina; IP3 - InsP3; P2X - receptor purinérgico P2X; TRPA - canal TRP de
anquirina; TRPC - canal TRP canébnico; TRPM - canal TRP da melastatina; TRPML -
canal TRP de mucolipina; TRPP - canal TRP de policistina; TRPV - canal TRP vanildide;
Adaptado de Berridge MJ (2012) Cell Signaling Biology; doi:10.1042/csb0001002. ©
201216,

A Figura 2 resume a regulacao e tamponamento do Ca*?
no interior da célula é responsavel por regular uma série de
eventos celulares. As células expressam um grande numero
de proteinas de ligacao ao Ca?* que funcionam como
tampodes no citoplasma [PV (parvalbumina), CB (calbindina
D-28k) e calretinina]. As propriedades espaciais e temporais
dos sinais de Ca?* sao moldadas por sua rapida ligacao aos

tampoes citosdlicos®1>16,
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Figura 2. Mecanismos celulares controlados pela regulacdo dos niveis intracelulares
de célcio. Adaptado de Berridge, MJ (2012) Cell Signaling Biology;
doi:10.1042/csb0001002. © 201216

Na senilidade, o meio celular do cérebro exibe sinais
reveladores de comprometimento bioenergético neuronal,
neuroplasticidade prejudicada, atividade da rede neuronal
desregulada, desequilibrio homeostatico dos niveis de Ca?*
neuronal, o acimulo de moléculas e organelas alteradas por
oxidacdo e processos inflamatdrios!’. Estas modificacdes
celulares e moleculares no parénquima cerebral tornam o
cérebro em envelhecimento vulneravel aos danos da
senilidade e aumento da predisposicao as doencas de
Alzheimer e Parkinson, além de derrames.

Proteinas estruturais e efetoras (por exemplo,
sinalizacdo, enzimas) sdo as bases fisicas das redes neurais
que ligam os fatores de risco ao declinio motor. As patologias
neurodegenerativas estdo associadas a proteinas mal

dobradas ou ativadas de forma anormal que conduzem aos
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efeitos negativos de acumulacao de patologias cerebrais na
funcdo motora!®. Outras proteinas ndo identificadas, ndo
relacionadas a presenca de patologias cerebrais, também
contribuem para o declinio motor. Identificar essas ultimas
proteinas é crucial, pois podem fornecer resisténcia motora,
ou seja, compensar os efeitos negativos do acumulo de
patologias cerebrais que contribuem para o declinio motor.
A resisténcia pode ser um alvo terapéutico de alto valor que
poderia compensar os efeitos motores de muitas
combinacdes de patologias cerebrais, quase todas
atualmente intrataveis!®1°,

A desregulacao da homeostase do calcio intracelular
tem sido associada a sintomas neuropatoldgicos observados
na senilidade. Alteragdes na distribuicao e frequéncia relativa
das proteinas de ligagao ao calcio (PLCs) como a CB, que sao
importantes na regulacdao dos niveis de calcio intracelular,
podem contribuir para a interrupcao da homeostase do
calcio?°,

A CB foi mostrada pela primeira vez no intestino de
passaros e, em seguida, encontrada no rim de mamiferos.
Também é expressa em varias células neuronais e
enddcrinas?!.

Calbindina-D28K é uma proteina de 28 kDa tem uma
estrutura primaria de 261 aminoacidos (massa molecular de
28kDa) e é codificado pelo gene CALB1. Contém 4 dominios
ativos de ligacao ao calcio e 2 dominios modificados que
perderam sua capacidade de ligagao ao calcio?!. Atua como

um tampao de calcio e sensor de calcio e pode conter quatro
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Ca%* nas maos EF dos loops EF1, EF3, EF4 e EF52%.. CB
pertence a uma superfamilia de proteinas de ligacao de calcio
gue inclui calmodulina e troponina C. Todas essas proteinas
tém um alto conteido em hélice a e compartilham estruturas
de mao de EF que constituem os dominios de ligacdo de
calcio?!. Ela é conhecida por interagir com a caspase-3 e
inibir a apoptose. Suas propriedades antiapoptdticas foram
demonstradas em células neuronais, ostedcitos,
osteoblastos e linfocitos. Quando a apoptose € iniciada, as
concentracoes de Ca?* dentro da célula aumentam e uma
diminuicdo na apoptose é observada. CB também inibe a
degradacao de substratos de caspase-3 sintéticos e naturais,
enquanto outras proteinas de ligagdo a Ca?* nao?L.

Os indicios apontam que a CB fornece uma importante
linha de defesa inicial por meio de sua capacidade de
controlar a dinamica de fluxo do calcio intracelular, e
consequentemente, a homeostase celular nervosa. Mapear
as alteracdes citoarquitetbnicas de neurbnios imunorreativos
as proteinas ligantes de calcio pode fornecer uma base sélida
de possiveis desbalancos do calcio neuronal na senescéncia.
Objetivamos a busca de dados correlacionais da expressao
de Calbindina-D28k ao processo de envelhecimento ainda
sdo escassos nas bases de dados cientificos. Sendo assim,
investigacoes desta natureza podem servir de base para
intervencdes farmacoldgicas direcionadas aos fatores que
resultam no declinio cognitivo e motor.

O objetivo desse trabalho foi levantar dados atualizados

de correlatos experimentais de alteracdes morfofuncionais
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dos niveis de Calbindina-D28k, em modelos animais, in vitro
e in vivo, relacionados ao envelhecimento neuronal e

citoprotecao nervosa.

METODO

A pesquisa foi desenvolvida na Universidade do Estado
do Rio Grande do Norte - UERN, campus Mossoro-RN. A
estratégia de busca de dados utilizada contou com estudos
obtidos por meio das seguintes bases de dados: Medical
Literature  Analysis and  Retrieval System  Online
(MEDLINE/PubMed), Science Direct e Web of science. Para
cada fonte de dados utilizou-se os filtros: titulo, assunto e
tipo.

Os termos utilizados na busca dos artigos sao
padronizados pelo Medical Subject Heading (MeSH) e os
Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS). O descritor
Calbindin-D28k foi combinado utilizando o operador
booleano AND com os descritores: Aging, Neurological e
Brain e seus correspondentes respectivos nas linguas
portuguesa e inglesa. Foi feito o fichamento com alguns
elementos considerados basicos: questdo/problema de
investigacdo, objetivos, procedimentos metodoldgicos de
coleta e analise de dados e principais resultados.

A questdo norteadora do estudo foi: “Os niveis e a
expressao de Calbindina-D28K podem se alterar ao longo do
envelhecimento neuronal?”. Utilizamos material dos ultimos
20 anos. Ressalta-se que foram excluidos os artigos com as

limitacgdes metodoldgicas pobremente documentadas,
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descricao inadequada dos fatores de conclusao e das
caracteristicas da amostra, auséncia de analise ajustada
para fatores de conclusao e tipo de estudo: revisao, resenha
e artigos nao disponiveis na integra, editorial, nota ao editor,
revisao sistematica, revisao de literatura, trabalhos do tipo
meta analise. Ademais todos os artigos encontrados e
disponiveis que se enquadraram no presente estudo foram
analisados. Como critérios de inclusdao tém-se os trabalhos
disponiveis na integra nas fontes de dados selecionados.
Trabalhos em todas as linguas foram analisados.

A avaliacao da elegibilidade dos estudos efetivou-se
através da pergunta e o tipo de estudo, dividida em trés
etapas: I. Leitura do titulo (145 trabalhos selecionados); II.
Leitura dos resumos (103 trabalhos tiveram seus resumos
analisados); III. Leitura dos trabalhos completos (57 estudos
foram elegiveis para leitura completa). Os achados
referentes aos trabalhos estdo listados nas referéncias de 22
a /8.

Todos os materiais coletados estao sob a guarda dos
pesquisadores e foram armazenados sob a forma de arquivos
digitais em nuvem de armazenamento compartilhado
exclusivamente com os pesquisadores. As informacoes serao
armazenadas por um prazo minimo de cinco anos, podendo
ser solicitadas a qualquer momento durante esse periodo.

Apds este periodo serdo deletadas.
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RESULTADOS

Caracterizacao neuroquimica das proteinas ligantes
de calcio (PLCs): estrutura e funcao
As proteinas ligantes de calcio (PLCs) tém sido

estudadas ha muito tempo, recebendo foco particular em
estudos neuroquimicos devido a sua expressao diferencial no
SNC. Muitas subpopulacdes de neurdnios expressam um ou
mais dessas PLCs. Os neurbnios imunorreativos a CB sao
amplamente distribuidos de forma semelhante e incluem
células de Purkinje cerebelares?2-24, Varias subpopulacoes do
hipocampo, incluindo células granulares do giro denteado e
neurdnios piramidais CA1l superficiais®®>, bem como
populacoes corticais?®?’,

O detalhamento da funcao fisioldgica das PLCs é o foco
de muitas pesquisas atuais. Os neurOnios requerem a
capacidade de tamponar eficientemente o calcio, uma vez
que a translocacao ativa de calcio coloca uma alta demanda
metabdlica na célula, e grandes quantidades de energia ja
sdo necessarias para restabelecer gradientes eletrogquimicos
apos os potenciais de acdo e liberagao sinaptica?®?°,

As PLCs também ajudam a moldar as respostas
sindpticas e a excitabilidade celular dos neurdnios. Assim,
suas diferentes propriedades cinéticas e de tamponamento
podem ser adequadas aos requisitos especificos das
populagdes neuronais que as expressam?2:13.27,30,

Através do uso de camundongos knockout, a influéncia
das PLCs na funcao neuronal foi um pouco mais delimitada.
A delecao das PLCs, parvalbumina, CB ou calretinina,

demonstrou ter consequéncias importantes para a
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plasticidade sinaptica3!32. Camundongos com deficiéncia de
CB alteraram a facilitacao de pulso pareado e a potenciacao
de longo prazo nas regidoes hipocampais3'32. Achados como
estes refletem a capacidade das PLCs de modificarem as
propriedades espaciais e temporais dos transientes de calcio
que ocorrem durante a atividade sinaptica. Os achados
relatados por um papel neuroprotetor e funcional para a
proteina CB em estender temporariamente um sinal de calcio
neuronal, permitindo a ativacao de vias moleculares de
sinalizacdo intracelular dependentes de calcio relacionadas a
memoria.

As PLCs parecem ter diferentes propriedades funcionais
que podem ser adequadas para a excitabilidade e as
caracteristicas sinapticas da populacao neuronal na qual sao
expressos. No entanto, devido as suas diferentes cinéticas e
capacidades de tamponamento para o calcio, bem como seus
diferentes niveis de expressao dentro da célula, isso também
pode ter implicacdes na capacidade da célula de lidar com
elevacoes toxicas no calcio intracelular?’.

Um estudo com transfeccao de cDNAs de PLCs em
células hibridas de neuroblastoma-retina N18-RE mostrou
que durante citotoxicidade de Ca?* induzida por I-glutamato
a expressao elevada de PLC atenuou os danos causados pela
toxicidade do modelo. Os autores mostraram que o “'rapido”
tamponamento de Ca?* induzido pela CB (e também pela CR)
pode proteger as células N18-RE 105 deste tipo de
citotoxicidade dependente de Ca?* 33. J4 em outro modelo

usando a transfeccdo citada anteriormente, porém utilizando
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células de carcinoma embrionario  murino P19
indiferenciadas também mostraram que as células que
expressam CR e CB foram protegidas da morte durante as
primeiras 2 horas de exposicao ao NMDA. Esta protecao foi,
no entanto, transitéria e ndo foi suficiente para resgatar as
células P19 apos estimulacdo prolongada3’*.

Em modelos usando neurdnios trasnfectados usando
vetor viral de herpes simplex (HSV) com cDNA para CB
responderam a hipoglicemia com diminuicao das
concentracoes de Ca?* intracelular e aumento de sobrevida
neuronal®®. Além disto, os pesquisadores também estudaram
a participacao desta proteina na resposta de neuroprotecao
a citotoxicidade induzida por glutamato e comprovaram que
neste modelo, o0s neurdnios tiveram decréscimo das
concentragdes intracelulares de Ca?* e maior sobrevida
neuronal. Quando expostos a cianeto de sddio, os neurdnios
nao responderam estes achados neuroprotetores. O modelo
de transfeccao por vetores virais € apontado com potencial
para a terapia génica neuronal3®°.

A transfeccao in vivo com o vetor CB HSV no hipocampo
aumenta a sobrevivéncia neuronal no giro denteado apds a
aplicacdo do antimetabdlito 3-acetilpiridina. E relatado um
significativo = aumento na sobrevivéncia neuronal
transsinaptica na area CA3 apds a neurotoxicidade do acido
cainico®>. Os efeitos protetores da transfeccao com o vetor
CB em um cérebro intacto podem ser benéficos durante as

mudancas na homeostase do Ca?* causadas por trauma
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neuroldgico associado ao envelhecimento e certas doencgas
neuroldgicas3>3°,

Assim, ha muitos exemplos de estudos que apoiam e se
opdoem ao conceito de que a expressao de PLCs e a
resisténcia a lesdes mediadas por calcio estdo relacionadas.
Isso pode refletir o fato de que parece haver mais fatores
além da expressao de PLCs que determinam a suscetibilidade
neuronal a processos degenerativos, como o modo de lesao
e outros fatores especificos de subgrupo?’-3’. Os neuro6nios
sdo células altamente especializadas, explicando as
numerosas populagdes de células distintas dentro de cada
regiao do SNC, e o perfil de expressao de PLCs pode refletir
apenas uma faceta personalizada de sua funcao3®. Outros
aspectos importantes da biologia neuronal que podem afetar
a capacidade dos PLCs de fornecer protecao contra insultos
incluem sua localizacao dentro da célula e a regulacdo de sua
expressao.

Estudos destacam a associacdo entre neurdnios
suscetiveis a processos degenerativos e a expressdo de
diferentes PLCs3°*%4. No entanto, apds uma investigacao mais
aprofundada, a relagao causal é claramente muito complexa.
Em primeiro lugar, a influéncia da expressdao de CaBP na
vulnerabilidade neuronal parece depender fortemente da
doenca ou modelo de doenca, onde a gravidade da lesao e
também a via precisa de elevacdao do calcio podem ser
cruciais. Em segundo lugar, a populacao neuronal envolvida
também é um fator importante, com perfis de expressao de

PLCs aparentando estar bem ajustados para atender aos
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requisitos funcionais especificos do tipo de célula. Existem
também varios outros fatores envolvidos na determinacao da
suscetibilidade de determinadas populagdes neuronais a
degeneracao, incluindo, mas nao se limitando a, sua
conectividade de circuito, rede de suporte tréfico,
contribuicdes relativas de receptores NMDA pds-sinapticos e
também seus requisitos de energia*>->!. Com respeito a este
ultimo, é de notar que a presenca de PLCs particulares pode
refletir a atividade dos neurbnios em que sao expressos. Por
exemplo, a alta expressao de PLCs foi associada a altas taxas
de influxo de célcio e/ou liberagao intracelular?’. No entanto,
esses mesmos neurbnios também podem ser os que mais
correm o risco de degeneracao devido as mesmas altas
demandas de energia colocadas sobre eles?’.

Experimentos recentes levaram a uma perspectiva
emergente de que algumas PLCs, além de atuarem como
tampoes de calcio, também podem atuar como sensores de
calcio. Assim, ja existem relatos de que a CB pode exibir
propriedades adequadas para funcionar como um sensor,
capaz de fazer rearranjo conformacional apds a ligacdo do
calcio e interacdao potencial com proteinas envolvidas na
sinalizacdo do célcio e demais vias celulares. Até momento,
isso foi investigado principalmente in vitro ou em células ndo
neuronais, mas abre a possibilidade de direcionamento
terapéutico de vias de sinalizacdo indesejaveis, como esta
sendo explorado outras PLCs?’:>2,

Diante do exposto, torna-se cada vez mais evidente que

os perfis de expressao de PLCs sdo dinamicos durante o
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desenvolvimento, envelhecimento e apds doenca ou lesao.
Compreender os fatores que controlam a expressao de PLCs
e como 0s neurodnios a regulam em condigoes fisiopatologicas
podem permitir o desenvolvimento de estratégias
neuroprotetoras, adaptadas as populagcdes neuronais
especificas em risco, aprimorando assim, a medicina de

precisao.

Aspectos bioquimicos da Calbindina-D28k no Sistema
Nervoso Central
O calcio (Ca?*) é um segundo mensageiro universal que

regula as atividades mais importantes de todas as células
eucaridticas. E de importancia elementar para os neurdnios
pois favorece da transmissao do sinal despolarizante e
contribui para a atividade sinaptica?. Os neur6nios
desenvolveram extensas e intrincadas vias de sinalizacao
dependentes de Ca?* para acoplar o sinal de Ca?* a sua
maquinaria bioquimica de informagao?®. O influxo de Ca?*
nos neurdnios ocorre por meio de receptores de membrana
plasmatica e canais i6nicos voltagem-dependentes. A
liberacdo de Ca?* dos estoques intracelulares, como o
reticulo endoplasmatico, pelos canais intracelulares também
contribui para a elevacao do Ca?* citosdlico>®. Dentro da
célula, Ca?* é controlado pela acao tamponante das
proteinas citosodlicas de ligacao ao Ca?* e por sua captagao e
liberacao pela mitocondria. A captacao de Ca?* na matriz
mitocondrial estimula o ciclo do acido citrico, aumentando
assim a producdo de ATP e a remocao de Ca?* do citosol

pelas bombas acionadas por ATP no reticulo endoplasmatico
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e na membrana plasmatica. Um trocador Na*/Ca?* na
membrana plasmatica também participa do controle do Ca?*
neuronal. A capacidade prejudicada dos neurdnios em
manter um nivel de energia adequado pode impactar a
sinalizacdao de Ca?* durante o envelhecimento e em
processos de doengas neurodegenerativas®®.

Compondo a familia das proteinas ligantes de Ca?*
juntamente com a parvalbumina, calmodulina e calretinina,
a CB liga-se ao Ca?* com alta afinidade molecular, sendo
assim, capaz de regular os niveis intracelulares deste na
célula alvo?®>3>4, Fisiologicamente, no intestino e nos rins, a
CB funciona intracelularmente no sequestro e troca do Ca?*
livre. Enquanto no SNC, os neurbnios CB-positivos sdo
capazes de fazer um ajuste fino dos niveis excessivos do
calcio intracelular3®>3,

Em estudos envolvendo lesao e vias de morte celular, a
funcdo neuroprotetora da CB é mais evidenciada. O ion de
Ca?* é um elemento bioquimico fundamental na transducdo
de sinal em células, incluindo neurdnios. Participam de uma
série de eventos intraneuronais. Ja foi descrita sua
participacao no controle da organizacao do citoesqueleto,
mediacdo dos efeitos troficos e hormonais, liberacao de
neurotransmissores, sinalizacdo sinaptica, transducdao de
sinal por receptor, metabolismo celular, controle da
excitabilidade neuronal, regulacdo da expressao génica e
plasticidade sinaptica. Em virtude de sua versatilidade o

calcio no interior neuronal, e das demais células, agem como
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cavalos de forca regulando de modo direto e indireto as
funcionalidades vitais destes neur6nios?>:37:33,

Os ions de Ca?* também estdao envolvidos no controle
do desenvolvimento e regeneracdo nervosa3’”t, A
participacao efetiva do Ca?* nestes processos intracelulares
é criticamente dependente de uma regulacdo precisa das
concentragoes citosdlicas de Ca?*. Os niveis normais de Ca?*
intracelular sdo aproximadamente 100 nM, 20.000 vezes
mais baixos do que a concentracao de 2 mM encontrada
extracelularmente3’->>, Ao contrario de outras moléculas de
segundo mensageiro, o Ca?* ndao pode ser metabolizado.
Portanto, os niveis intracelulares de Ca?* sdo controlados por
meio de outros mecanismos, como transporte através das
membranas (utilizando bombas e trocadores de Ca?*),
mobilizacao das reservas/estoques intracelulares (por
exemplo, no reticulo endoplasmatico e mitocondria) e ligacao
a proteinas de ligacao a Ca?*, como por exemplo a CB?:6:28:37,

A elevacao transiente de calcio citosdlico e/ou
mitocondrial participa de diversas vias de sinalizagao celular
em mecanismos fisiolégicos e patoldgicos. Aumentos
significativos do calcio por estes mecanismos contribuem
para a geracao do estresse oxidativo e para a morte celular.
A modulacao das concentracdes do calcio citosdlico é capaz
de regular a ativacao e inativacao das enzimas dependentes
de Ca?* (fosfolipases, proteases e nucleases)”’. A
mitocondria e o reticulo endoplasmatico desempenham um
papel essencial na manutencao da homeostase intracelular

de Ca?*" bem como no disparo das vias de morte celular.
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Trabalhos ja evidenciaram que, na inducdo de estimulos
apoptoticos, a ativacao dos processos mitocondriais pode
promover a liberacao de citocromo c, seguida da ativagao de
caspases, fragmentacao nuclear e morte celular por
apoptose>’->8,

Ja foi demonstrado que a concentracdao de Ca?*
citosdlico é reduzida em neurbnios em cultura que sofrem
morte neuronal causada por inibidores do sistema
proteassoma da ubiquitina. A ativacdo da entrada de calcio
via canais de Ca’* dependentes de voltagem restaura os
niveis de Ca?* citosdlicos e reduz essa morte neuronal>®.
Mostrou-se que essa reducao na concentracdao do calcio
intracelular é transitéria e ocorre no inicio do processo de
morte celular, antes da ativacao da caspase-3. Agentes que
aumentam o influxo de Ca?*, como ativacao de canais de
Ca’* dependentes de voltagem ou estimulagdo de Ca?* a
entrada através do trocador Na/Ca?* da membrana
plasmatica atenua a morte neuronal apenas se aplicada no
inicio do processo de morte celular®,

Altas concentracoes intracelulares de Ca?* levam nao
apenas a ruptura das fungdes celulares normais de Ca?*
descritas acima, mas também a superativacao de proteinas
de ruptura da estrutura celular que sdo dependentes de Ca?*.
Assim, a ativacao de proteases dependentes de Ca?* podem
resultar na interrupcao da organizacao do citoesqueleto, bem
como danos a outras proteinas, a ativacdo da fosfolipase esta
associada a interrupcao mitocondrial, colapso de sua

membrana e interrupcao da sintese de ATP e ativacdo de
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endonuleases pode resultar em clivagem da cromatina e
danos ao DNA®3°8, Consistente com o papel do calcio na
morte celular, varios modos de degeneracdo neuronal,
incluindo isquemia, hipoglicemia, exposicdo a aminoacidos
excitatérios, toxicidade B-amiloide e excitacdo sustentada,
mostraram estar associados e em parte causados por
elevacdes acentuadas na concentracgao intracelular de Ca?*
37,54_

As diferentes funcdes da CB em neurbnios ainda
permanecem desconhecidas. Culturas primarias ricas em
neurdnios derivadas de cérebros de embrides de ratos com
16 dias de idade mostraram que ela foi expressa apenas em
uma subpopulacdo de neurdnios, estas células foram
intensamente coradas. Todavia, as células astrogliais
identificadas pela presenca do marcador especifico da
proteina glial fibrilar acida (GFAP) ndo se demonstrou por
expressar CB. Portanto, ela € um marcador util para definir
uma subpopulagdo neuronal em culturas primarias ricas em

neuronios®°,

DISCUSSAO

Estudos mostraram que a densidade de coloragao para
CB nas camadas superficiais da area visual temporal média
é reduzida em comparacao com areas localizadas dorsal e
ventralmente. O grupo sugere que esse fendbmeno se deve
principalmente a um afinamento relativo da regiao mais
densamente marcada, perto da superficie pial do cortex,

reproduzido também nas areas pré-motoras. Além disso, as
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camadas intermediarias da area visual temporal média sao
caracterizadas por um aumento da densidade de grandes
perfis celulares corados em escuro, que correspondem a uma
populacdao celular especifica, células “halo”®. O padrao
cortical de distribuicao neuronal laminar se assemelha ao
encontrado.

Foi demonstrado que a maior densidade de neurdnios
imunorreativos a CB estava localizada na camada IV do
cortex visual de morcegos. A maioria dos neurbnios CB foi
caracterizada por uma forma estrelada ou redonda/oval.
Neste estudo a maioria dos neurbnios CB continham acido
gama-aminobutirico (GABA). Muitos dos neurdnios CB eram
interneurdnios GABAérgicos®?. Evidéncias anteriores ja
sustentam que estes neurdnios corticais imunorreativos a CB
sao predominantemente interneuronios GABAérgicos®!.63,

A perda de imunorreatividade encontrada relacionada a
senescéncia da saguis € um ponto critico para a homeostase
do calcio no cértex pré-motor, e consequentemente, para a
sua funcionalidade. Outros estudos ja relacionam essa
reducdo ao processo de senescéncia animal. Também foi
demonstrado que no cerebelo de hamster idosos (19 a 24
meses) os transcritos de CB mostraram reducao de cerca de
50% a 68% em comparagao aos animais jovens (4 meses) e
adultos (9 meses)®*. Além disso, a pesquisa também
mostrou a diminuicao na expressao do gene da CB, durante
a senescéncia, também no hipocampo (reducdao de
aproximadamente 60%) e corpo estriado (aproximadamente

25%). Estas evidéncias levantam a possibilidade de que a
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expressao de CB do SNC pode ser regulada negativamente
durante a senescéncia. A diminuicdo estatisticamente
significativa do mMRNA de CB no processo normal de
senescéncia fornece suporte adicional para a hipdtese de que
esta proteina de ligacdo ao calcio pode ter um papel
importante na degeneragao neuronal®.

Mudancas opostas na expressao das proteinas ligadoras
de calcio também ja foram mostradas nos nucleos
hipotalamicos envolvidos na regulacao metabdlica e sexual
durante a senescéncia®®.

Sabe-se que mudangas relacionadas a idade nos niveis
dos principais tampdes de calcio intracelular ocorrem em
diferentes partes do cérebro dos mamiferos, incluindo a via
auditiva central. As mudancas observadas relacionadas a
idade nos sistemas de expressao da CB podem contribuir
significativamente para a deterioracao da funcao auditiva
conhecida como presbiacusia central. Um estudo que
mapeou alteracdes na expressao de CB feitos por técnicas de
imuno-histoquimica e western blot nas estruturas superiores
da via auditiva central, no coliculo inferior (CI), corpo
geniculado medial (CGM) e cortex auditivo (CA) de duas
linhagens de ratos, Long-Evans de envelhecimento lento e
Fischer 344 de envelhecimento rapido. Independentemente
da linhagem do rato, o envelhecimento reduz o numero de
neurdnios imunorreativos a CB acompanhado de uma
reducao relacionada a idade nos volumes médios de somas
neuronais imunorreativos a CB. Além disso, os dados

também revelaram um declinio pronunciado relacionado a
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idade nos niveis de CB em ambas as cepas ao longo todas as
regioes do cérebro examinada®’.

Regides macroscopicas do cérebro do rato em
envelhecimento exibiram diminuicdes especificas e
significativas (60-80%) no RNAmM da CB e nos niveis de
proteina no cerebelo, corpo estriado e regidago do tronco
cerebral. Areas discretas do cérebro humano em
envelhecimento também exibem diminuicdes significantes
(50-88%) na proteina CB e seu RNAmM no cerebelo, corpo
estriado e nucleo basal, mas ndao no neocoértex, hipocampo,
amigdala, locus ceruleus ou nucleo rafe dorsal. Neste mesmo
estudo, a comparacao do tecido cerebral humano doente
com controles pareados por idade e sexo rendeu diminuicoes
significativas (60-88%) na proteina CB e RNAmM na
substancia negra (doenca de Parkinson), no corpo estriado
(doenca de Huntington), no nucleo basal (Doenca de
Alzheimer), e no hipocampo e nucleo da rafe dorsal (doencgas
de Parkinson, Huntington e Alzheimer), mas nao no cerebelo,
neocortex, amigdala ou locus ceruleus. Uma vez que a
expressao do gene da CB diminuiu especificamente em areas
do cérebro conhecidas por serem particularmente afetadas
na senescéncia (e nas doencas neurodegenerativas citadas),
pode-se concluir que que a diminuicao da expressao do gene
da CB pode levar a uma falha no tamponamento do calcio ou
homeostase do calcio intraneuronal®g,

Estudos analisando a expressao de CB no cortex
somatossensorial de camundongos, ratos e gerbils (1, 6 e 24

meses) usando imuno-histoquimica e western blotting
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observam-se diferencas associadas a idade na expressao de
CB. O numero de neurbnios imunorreativos CB foi
consideravelmente maior nas camadas II e III em
comparacao com as outras camadas, e as alteracdes
associadas a idade no numero total de neurbnios foram
diferentes entre as espécies. Em camundongos, os maiores
nUmeros neuronais foram observados no grupo adulto e os
menores no grupo idoso. Nos ratos, os maiores numeros de
neurdonios foram observados no grupo jovem e os menores
no grupo idoso, e nos gerbils, os adultos exibiram os maiores
numeros de neurdnios e os jovens 0os menores®®. A pesquisa
indicou que os interneurdnios imunorreativos CB no cortex
somatossensorial de roedores podem ser afetados pela
idade, e seus niumeros no cortex somatossensorial idoso sao
diminuidos quando comparados aos do adulto. O padrdo de
mudanca associado a idade foi semelhante entre as trés
espécies, com seu numero total sendo aumentado nos
animais adultos e diminuido nos animais idosos. Os achados
descritos por Ahn et al (2017)% seqguem os dados mostrados
agui comprovando que em outras espécies, areas corticais
podem sofrer quedas significativas da expressao de CB.
Indiretamente sugerimos que o metabolismo neuronal de
Ca?* pode estar alterado nestas areas durante a senescéncia
animal. A fim de comprovar isto, indicamos a analise da
expressao de demais PLCs como acdo compensatoria de “up
regulation” para compensar os declinios na expressao de CB.

O NO modula as atividades de varios canais e

receptores para participar da regulacao dos niveis neuronais
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intracelulares de Ca?*. A expressao de CB também pode ser
alterada pelo NO’°. Em uma analise detalhada sobre a
expressao de CB em camundongos nocaute para a sintase
de 6xido nitrico neuronal (nNOS -/-), foi observado que com
o uso de imuno-histoquimica a expressdao de CB é
especificamente alterada no cortex cerebral e regidao
hipocampal de camundongos nNOS -/- e que sua expressao
muda de acordo com o tipo neuronal’®.

Parece que o NO pode estar envolvido em varias
funcdes, como a modulacao da homeostase neuronal de
Ca%*, a regulacdo da transmissao sinaptica e a
neuroprotecao, influenciando a expressao de PLCs’°. No
entanto, os mecanismos exatos dessa regulamentagao e seu
significado funcional requerem uma investigagao mais
aprofundada, com énfase nas alteragdes resultantes da
senescéncia.

Achados sugerem que a quantidade de neurbnios
positivos para CB exibiu uma tendéncia consistente em
direcao a uma diminuicdo em 17 areas corticais no grupo de
individuos idosos em comparagao com 0s jovens em um
estudo relacionando a expressao de CB no cértex cerebral de
humanos’!. Foi atingida uma significAncia estatistica no
cortex de associacao visual, giro cingulado posterior, cértex
visual primario e giro parahipocampal, das areas corticais
analisadas apenas estas apresentaram perda
estatisticamente significativa de CB variando entre 20,9 e
45,4%. Estas evidéncias deste estudo apontou uma

tendéncia consistente para a perda relacionada a idade de
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neurdnios positivos para CB em todo o cértex cerebral
humano’t. A deplecdgo de CB relacionada a idade
provavelmente priva 0s neuronios da capacidade de
tamponar o calcio intracelular e, portanto, os deixa
vulneraveis a processos patoldogicos que podem causar
aumento do calcio intracelular e levar a sua degeneracao.
Enquanto isso, em relacdo a deméncias da senilidade,
a atenuacdao da imunorreatividade a CB se relaciona a
diversas doencgas relacionadas ao avancgar da idade. Ja foi
mostrado que os neurdnios contendo CB no prosencéfalo
basal morrem gradualmente durante a senescéncia, e esse
processo €& acelerado em individuos com doenca de
Alzheimer’?73, Estes neuronios sofrem uma perda
substancial de CB no curso da senescéncia, ocorre também
uma perda adicional de CB na doenca de Alzheimer, tanto no
nivel de RNA quanto de proteina. Significativamente, os
neurdonios colinérgicos que perderam CB na senescéncia
foram aqueles que degeneraram seletivamente na doenca de
Alzheimer. Além disso, neurdnios contendo CB eram
virtualmente resistentes ao processo de formacao de
emaranhados, uma marca registrada da doenca. A perda da
capacidade de tamponamento do calcio nesses neurodnios e
o aumento patoldgico resultante no calcio intracelular sao
permissivos a formacao de emaranhados e degeneragao’s.
A expressao de Calbl é significantemente reduzida em
mutantes de Drosophila para esse modelo’4. Alterar os niveis
de Calb1 afeta o fendtipo fisiopatoldgico induzido em outros

modelos de camundongos transgénicos de doenca
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neuroldgica. Por exemplo, suprimir a expressao de Calbl
piora o fendtipo da doenca em um modelo de doenca de
Alzheimer#>. Além do acumulo da proteina B-amiloide e de
tau, varios processos neurodegenerativos da doenca de
Alzheimer no estagio inicial sdo acompanhados por
desregulacdo do calcio, morte neuronal e disfungao
mitocondrial e sinaptica’>’¢. A interrupcdo da homeostase do
calcio foi relatada nos cérebros de pacientes com Alzheimer
e individuos idosos normais’>’%. Niveis alterados de
proteinas de ligacdo ao calcio podem resultar em
homeostase de Ca?* prejudicada em condicdes patoldgicas e
sinalizacdo de Ca?* interrompida, levando a perda de
sinapses e disfuncoes da rede neural®>.

Manipulagdes experimentais dos niveis de CB também
afetam os desfechos comportamentais e fisiol6gicos animais.
A super expressao de CB no giro denteado de ratos produz
déficits na aprendizado do labirinto de agua e aprendizado
de reversdao do labirinto em T°!. Camundongos machos
transgénicos knockdown para Calbl tém déficits na
aprendizagem espacial no labirinto aquatico de Morris e no
labirinto radial de oito bracos em comparagao com os
controles*>. Camundongos com nocaute completo para Calbl
(KO) tém ritmos circadianos interrompidos e manutencdo da
potenciacao de longo prazo do hipocampo prejudicada em
comparacao com os tipos selvagens*:47,

A CB também ja foi apontada com potencial terapéutico
para a Doenca de Parkinson quando a super expressao

induziu o crescimento de neuritos em células neuronais
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dopaminérgicas, além de fornecer protecdao aos neurdnios
dopaminérgicos contra o processo patoldgico na doenca de
Parkinson. Camundongos com super expressao de CB
induzidos por 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
(MPTP) foram gerados, e os dados evidenciaram células TH
positivas, o conteddo de DA e a capacidade etoldgica em
camundongos transgénicos induzidos por MPTP foram
significativamente maiores do que em camundongos do tipo
selvagem induzidos por MPTP. Os resultados demonstram
que a super expressao de CB pode fornecer protecao para 0s
neurdnios dopaminérgicos da neurodegeneragao*.

Um estudo objetivando avaliar a capacidade relativa de
neurdonios estriatais calbidinérgicos de ratos adultos na
resisténcia ao desafio excitotéxico mediado por Ca?* com
acido quinolinico (AQ - excitotoxina especifica para
receptores NMDA) mostrou que a excitotoxicidade é capaz
de gerar perda neuronal em neurdnios parvalbuminérgicos,
calbindinérgicos e encefalinérgicos. Entretanto, os neuronios
ricos em CB mostraram sobrevida significativamente
aumentada. A CB foi sugerida com potencial positivo aos
neurdnios estriatais com protecdo contra insultos
excitotoxicos moderados””’.

Os achados neuroldgicos relacionando a CB estdo
associadas ao envelhecimento se estende a senilidade de
doencas neurocomportamentais. A reducao de CB tem sido
associada a uma série de doencas neurocomportamentais.

Ha significativamente menos neurdnios imunopositivos para
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CB no cortex cerebral de individuos com esquizofrenia, em

comparacgao com individuos controle’87°,

CONCLUSAO

Diante dos achados, as bases cientificas evidenciam
alteragoes significativas na imunomarcacao e expressao de
CB relacionadas a idade em varios modelos in vivo e in vitro.
Os dados sugerem que a regulacao da expressdao génica
desta proteina pode estar relacionada ao envelhecimento.
Isto aponta que o fendétipo metabodlico de cdlcio neuronal
pode se alterar nas areas motoras ao longo da senescéncia
primata. As informagb0es levantadas aqui podem ser
utilizadas em estudos futuros sobre a patogénese de doencas
que envolvam a neurodegeneragao e expressao de proteinas
ligantes de calcio. Mais estudos sdo necessarios para
identificar os impactos destas alteracoes morfofisioldgicas no
comportamento e nos declinios cognitivos e motores
relacionados ao envelhecimento. Sugerimos fortemente
estudos futuros de anadlise de expressdao génica de CB,
quantificacao proteica em tecidos neurais de primatas
humanos e ndao humanos em diferentes faixas etarias,
transcriptoma molecular, regulacdo da expressdao génica
dessa proteina (e das demais PLCs) e mapeamento de
possiveis modificacdbes pos-traducionais durante a
senescéncia de primatas. Além de recomendarmos a
caracterizacdao do padrao de distribuicdo morfoldgico e
eletrofisiolégico destas células em um contexto

neuropatoldgico.
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