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O papel da Aguaporina-4 no Edema Cerebral

The role of Aquaporine-4 in Cerebral Edema

Romeiro RR', Teixeira AL2, Romano-Silva MA3, De Marco LA*, Correa H®

RESUMO

O edema cerebral, devido a suas repercussoes sobre a morbidade e mortalidade de milhdes de pacientes em
todo o mundo, ainda constitui um desafio para a medicina. A Ultima década trouxe novos conhecimentos sobre
como a agua transita pelas diversas interfaces de membrana no cérebro. Hoje sabemos que varias proteinas
que formam canais estao envolvidas na redistribuicao de volumes de agua pelo tecido cerebral. Essas proteinas,
chamadas aquaporinas, descobertas em 1992, estao elucidando diversos mecanismos da distribuigao de agua no
cérebro e, possivelmente, seréo alvos para novos farmacos com acao potencial sobre o edema cerebral. Nossa
expectativa sobre essas possibilidades ¢ reforcada pelo conhecimento de que, ha muitos anos, ja manipulamos
proteinas similares usando farmacos hoje bem conhecidos.
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SUMMARY

The brain edema constitutes an important challenge to Medicine because of its effects in mortality and morbidity
of millions of patients worldwide. The last decade brought new data about whereby water passes through different
brain membranes. It's been demonstrated that several protein-forming channels are involved in the redistribution
of water by brain tissue. These proteins, named aquaporins, described in 1992, have been useful to understand
the mechanisms of water transfer in the brain and most probably, will be the target of new drugs that could be
used to treat brain edema. For many years we have been using well known drugs that act on analogous proteins
and it is expected that we will be able to further our therapeutic approaches to brain edema.
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INTRODUGAO revisao narrativa vamos discutir principalmente as prote-
O edema cerebral esta entre os principais fatores | nas que formam canais especificos de agua, chamadas
envolvidos nas evolugdes desfavoraveis de pacientes | @duaporinas, e em particular a aquaporina-4, e sua
acometidos por doencas cerebrovasculares e por | POssivel participagao no edema cerebral.
traumas cranianos. Sua compreensao, dentro de uma
erspectiva molecular, é fundamental e abre novas
EameIZs de conhecimento, incluindo o desenvolvimento O Edema Cerebral
de novos farmacos e estratégias terapéuticas. Nesta A &gua cerebral esta distribuida em trés grandes
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compartimentos: liquérico, parenquimatoso e intravas-
cular. Ao nivel ultra-estrutural ela pode estar livre no
espaco intravascular como componente do plasma, livre
no espaco intersticial, livre nas cavidades liqudricas e
ainda limitada por membranas, no espaco intracelular.

Em condigbes fisiologicas a agua intravascular
ultrapassa as duas membranas da célula endotelial, a
adluminal e a abluminal, atingindo o espago da matriz
extracelular; distribui-se por esse espaco e daf ultrapas-
sa amembrana das células do parénquima alcangando
0 espaco intracelular.

O edema cerebral decorre de um desequilibrio na
dinamica de agua no encéfalo ocasionando o acumulo
dela em seu meio extracelular e/ou intracelular. De fato,
a dgua pode vazar pelas jungdes que ocluem o espago
entre as células endoteliais junto com proteinas plas-
maticas e encharcar o meio extracelular. A agua pode
também acumular no interior das células por falha dos
canais ibnicos e mecanismos de bomba protéicas que
deslocam ions a custa de dispéndio de energia. Um me-
canismo de perda continuada de sédio pelos neurbnios
com captagao deste pelo astrocito também é apontado
como processo basico de formacéao de edema’.

O acumulo de agua leva ao inchago do érgéo, que
nao dispde de espacos de reserva, pois se encontra
em seu recipiente rigido craniano, levando a reducéo
da quantidade de sangue que chega ao cérebro'.
Um cérebro de 1350g possui 5% de seu peso como
conteldo de sangue e em sua malha vascular cerca de
67,5 ml estdo continuamente circulando. Um aumento
de um volume particular dentro da caixa craniana s
ocorre com reducao de outro e assim, a expansao pelo
intumescimento tecidual gera reducéo de volume liqué-
rico e, posteriormente, reducéo de volume sanguineo
circulante®.

Os Canais protéicos especificos que transportam
agua através da Membrana: as aquaporinas.

A hipdtese de que a agua ultrapassava a membra-
na por canais protéicos especificos foi primeiramente
postulada por Overton, em 1870. Entretanto, apenas em
1992, Agre et al.® clonaram uma proteina de hemécias
conhecida como CHIP 28 (do inglés: “Channel Integral
Protein” de 28 KD) e transfectaram para odcitos de
Xenopus laevis. Esses autores observaram que esses
odcitos adquiriram alta permeabilidade a agua, identifi-
cando a primeira Aquaporina, a Aquaporina-1, protétipo
das posteriormente descritas.

Hoje, mais de duzentas aquaporinas foram identifica-
das em centenas de espécies de seres vivos, incluindo
bactérias, fungos, invertebrados e mamiferos, incluindo
o serhumano’. Ha uma sequiéncia de aminoacidos, As-
paragina - Prolina - Alanina que é a assinatura da familia,
o motivo NPA (as letras simbolos da Asparagina - Prolina
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—Alanina). Esse motivo NPA esta presente em todos o0s
membros da familia tendo sido preservado filogeneti-
camente. No ser humano, 13 diferentes aguaporinas
(denominadas de Agp 0 até Agp 12) foram descritas
e sdo expressas nos mais variados tecidos como, por
exemplo, no epitélio do cristalino, cérnea, rins, pulmoes,
tecido adiposo, testiculo, pancreas, figado, intestino e
cérebro, entre outros®.

A familia das aquaporinas apresenta duas subfa-
milias, a das aquaporinas e a das aquagliceroporinas.
A primeira permeéavel somente a agua, a segunda
permeavel também a glicerol, uréia e outros solutos.
Estruturalmente a subfamilia com permeabilidade
exclusiva para a agua apresenta seis dominios trans-
membrana formando seis alfa -hélices com cinco alcas
de conexdo A, B, C, D e E. As algas B e E contém os
motivos NPA(s) e se dobram para o interior da molécula
formando um poro estreito. Estas dobraduras de algas
dao a molécula uma conformagcéo em ampulheta e na
regiao de constricao do canal os motivos NPA ficam
pareados. As asparaginas, bastante hidrofilicas, séo os
aminoacidos centrais do canal, cada uma pareando-se
com seu homologo da alga oposta e formando a regiao
do poro do canal com cerca de 3 A%9,

Essa estrutura faz com que a molécula de aquapori-
na forme um tUnel eletrostatico onde a molécula de agua
em movimento browniano no meio extracelular encontra
paredes hidrofdbicas no cone externo da molécula. Na
regido de constricao sao-lhe expostos dois terminais
aminas nao saturados propicios a formar pontes de
hidrogénio. Quando se formam as pontes, o dipolo da
agua se alinha as duas moléculas de asparagina e a
molécula passa para o outro lado do canal™'. Esse
transporte respeita uma ordem de quase iso-osmolari-
dade, ndao havendo gasto de ATP. Essa estrutura alta-
mente especializada é bastante seletiva e ndo permite a
entrada de quaisquer outras moléculas ou mesmo fons
como os fons hidrogénio™"'3,

As Aquaporinas no tecido Cerebral e a
Aquaporina-4

Aguaporinas dos tipos 1, 3, 4, 5, 8, 9 e 11 foram
identificadas no tecido cerebral em diferentes células e
localizagbes', como podemos ver na Tabela 1.

A Aguaporina que apresenta maior distribuicao no
cérebro é a Aquaporina-4'4'®. O gene da aquaporina-4
localiza-se no cromossomo 18, lécus 18q11.2-18g12.1,
sendo composto de 963 pares de bases divididos em
quatro éxons que codificam 127, 55, 27 e 92 aminoaci-
dos separados por introns de 0.8, 0.3 e 5.2 kb. Um éxon
(0) zero pode estar presente no sentido “upstream” e o
resultado de sua tradugéo € uma isoforma longa'®.

A aquaporina-4 pesa 34 KD com sequéncias de
301 a 323 aminoacidos dependendo de sua isoforma
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Tabela 1. Tipos e Localizagdo das Aquaporinas Presentes no
Cérebro Humano.

Tipo de . Permeabilidade Localizagao
Aquaporina
; Células do epitélio do plexo
Agp 1 Agua corodide.
Agp 3 Agua, g_hcerol, Neurénios e astrécitos.
uréia.
Agua, insensivel a | Astrécitos e célula endotelial
Agp 4 -
mercurio. cerebral.
‘ Astrdcitos e células do epén-
Aap 5 Agua dima.
Agp 8 Agua, lactato. Neurénios.
Agua, glicerol, |Astrécitos e neurénios cateco-
Agp 9 S
lactato laminérgicos.
Adb 11 Aqua. glicerol No cérebro, localizagao nao
ap gua. g especificada.

e pode ainda ser glicosilada'’. O cloreto de mercurio &
capaz de bloquear as proteinas formadoras de canal de
agua, com excegao da aquaporina-4, que nao possui na
posicao 189 (Cys'®’) uma cisteina'®. Na aquaporina-4 o
chumbo teria a acdo de aumentar a permeabilidade e a
este mecanismo atribui-se a causa do edema cerebral
observado nos casos de intoxicagao pelo chumbo™.
A fosforilacao da Ser''" pela Ca*/Calmodulina Kinase
estaria envolvida no processo de aumento de perme-
abilidade das células astrocitarias, sem aumento da
expressao da aquaporina-412°,

A Topografia da Aquaporina-4 nas Estruturas
Glioneural e Gliovascular

A aquaporina-4 distribui-se de modo irregular
na membrana do astrécito e demonstra polaridade.
Marcacao pela técnica de imunogold mostra um
enriguecimento das membranas em contato com 0s
microvasos cerebrais e espacos subaracnoéideos e
uma baixa, porém significativa quantidade, presente
na membrana que se volta para o ambiente sinaptico.
Da mesma forma, um canal retificador de potéssio, o
Kir 4.1, dispbe-se na face da membrana voltada para
a célula endotelial. Existe, portanto, uma coexisténcia
topografica desses dois canais?'. Estudos mostraram
a existéncia de um motivo comum nessas duas prote-
inas e ensaios posteriores demonstraram que ambos
0s canais ancoram-se em uma alfa sintrofina através
de dominios PDZ semelhantes?. As células endoteliais
exibem bem menos aquaporina-4, porém a exibem em
ambas as membranas, adluminal e abluminal?2s,

Essa distribuicao polarizada da Aquaporina-4 per-
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mite que a sinalizagao por fosforilagao reversivel possa
ser um método de manipulagéo e distribuicdo de Aqua-
porina-4 nos astrocitos e nas células endoteliais.

Ancoramento a Proteinas do Citoesqueleto

A alfa-sintrofina ¢ uma proteina do grupo das
distrofinas que serve de regiao para ancoramento da
Aquaporina-4% e também para o canal retificador de
potassio do tipo Kir 4.1.

A alfa-sintrofina liga-se a uma alfa-distrobrevina no
interior da célula que esta associada a um beta-dis-
troglicano da membrana celular com dominios intra e
extra citoplasmaticos®. A aquaporina-4 continua a se
expressar na membrana de astrécitos de animais knock-
out para alfa-sintrofina, embora em quantidades muito
inferiores, porém perde a caracteristica polarizacéo na
interface gliovascular demonstrada por animais selva-
gens?. Isto veio demonstrar que a alfa-sintrofina nao €
a Unica protefna na qual a aquaporina-4 se ancora.

Camundongos com defeitos na alfa-sintrofina e hu-
manos com doencas musculares devido a alteragoes
do gene desta distrofina ttm menos aquaporina-4 em
suas membranas. De nota, os prolongamentos dos
astrocitos dos animais alfa-introfina /- s&o naturalmente
edemaciados?%,

A aquaporina-4 e o edema cerebral

Sabemos hoje que a aquaporina-4 é importante na
formacao do edema cerebral como também tem papel
fundamental na difuséo e reabsor¢gédo do mesmo?-3'.

Dois experimentos com animais knock-out nos aju-
dam a compreender o papel da aquaporina-4 no ede-
ma cerebral. O primeiro, realizado com camundongos
AQP4/;, usou o estresse hipo-osmolar e ligadura de
cardtidas para inducdo do edema. Em ambos os casos
uma proporcao bem inferior de edema foi observado nos
camundongos knock-out demonstrando que a aquapo-
rina-4 é importante na formagao do edema citotoxico®.
No segundo modelo provocou-se edema vasogénico
por leséo a frio, por implante de células tumorais, por
percussdo em coluna liquida e por injecéo hipo-osmo-
lar no parénquima. Nos camundongos knock-out para
aquaporina-4 houve uma mortalidade muito maior que
no grupo selvagem, demonstrando a importancia dessa
proteina no mecanismo de resolucéo do edema®.

A aparente contradigao entre esses achados deve-
se ao fato de que a aquaporina-4 é essencial para a
formagao do edema intracelular permitindo a passagem
de agua para o interior da célula. O astrécito que nao
possui aquaporina-4 tem menor permeabilidade para a
agua, encarcerando menos o fluido. Por outro lado, no
edema vasogénico, em que ha excesso de agua livre
no meio extracelular, a deficiéncia de aquaporina-4 na
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membrana dos astrécitos nao permite um transporte
maior de agua para o sincicio astrocitario e meio in-
travascular ou espacgo subaracnoéideo, determinando
menor capacidade de reabsorcao do edema.

Em todas as formas de edema cerebral experimental
(isquémico, por estresse hipo-osmolar, tumoral, traumatico
e inflamatdrio) ocorreram um aumento da expressao da
aquaporina-4*. No ser humano, o0 aumento da expressao
da aquaporina-4 foi confirmado nos casos de isquemia ce-
rebral, tumores préprios da glia, traumatismos craniencefa-
licos, infecgdes e doencas inflamatérias do S.N.C.33%.

A ressonancia magnética é o método ideal para o
acompanhamento do edema cerebral devido a sua
grande sensibilidade de definicdo de partes moles € a
propriedade de se observar a dindmica dos prétons de
hidrogénio e, em nossa perspectiva de interesse, a agua
cerebral %, Ela ainda permite o estudo da perfuséo e difu-
sao da agua livre identificando o edema vasogénico e o
edema intracelular e possibilita 0 estudo de metabdlitos
pela técnica de espectroscopia. No entanto, a técnica do
exame é ainda demorada, necessita de equipamentos
especiais para monitorizagdo dos pacientes, que se
adaptem a um intenso campo magnético *. O estudo em
pacientes criticos, as vezes com instabilidades freqlen-
tes, dificulta a realizacao do exame naqueles casos em
que 0 mesmo mais elucidaria a condigdo. Estudos em
camundongos, com técnicas de ressonancia magnética,
tém mostrado correlagao temporal entre edema cerebral
isquémico e expresséao de aquaporina-4 .

PERSPECTIVAS E CONCLUSOES

Um melhor conhecimento molecular dos canais
transportadores de agua, em particular da aquaporina-
4, abre novas perspectivas na compreensao do edema
cerebral e a possibilidade de que novas terapéuticas
mais eficientes surjam.

E bem estabelecido que a permeabilidade a 4gua da
Aquaporina-4 pode ser regulada por fosforilacao reversi-
vel'®. A analise da seqUiéncia da molécula da Aquaporina-
4 revela varios aminoéacidos passiveis de fosforilacao por
PKA, CaMKII, PKC e CKIl. A ativacéo da PKC pelos éster
de forbol diminuem a permeabilidade da AQP4 #°. Outros
sitios de fosforilacdo reconhecidos séo a Ser'''(PKA),
Ser'®(PKC) e as Ser?® e Ser® (CaMKIl). A Thré pode ser
fosforilada pela PKA, PKC e CKIl e esta presente somente
em humanos'®. A fosforilacéo da Thr?””induz a endocitose
da aquaporina-4 e a unido das vesiculas endocitadas
aos lisossomos, enquanto que, a fosforilacao da Ser?’®
reforca essa unido vesiculas-lisossomos. Drogas que
possam induzir a fosforilacao da Ser?’® poderiam agir
diminuindo a expresséo de superficie da aquaporina-4
e tornar o cérebro mais refratario a formacéo do edema
intracelular, da mesma forma que as drogas que promo-
vam a fosforilacao da Thr?”’.
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Devemos salientar que, ha muito usamos drogas
que atuam sobre as aquaporinas. Por exemplo, 0s mer-
curiais, utilizados como diuréticos até o final da década
de 60 agiam sobre as Aquaporinas bloqueando este
canal, impedindo reabsorgao do filtrado renal e favo-
recendo a formacao de urina*'. A vasopressina induz
o reservatorio de vesiculas carregadas por aquapori-
na-4 a se fixar no polo apical das células dos ductos
coletores e permitem um aumento da reabsorcao do
filtrado e diminuicao da formacao de urina®.

Outras drogas que, no momento, tém sido associa-
das as aquaporinas sao o litio, a acetazolamida e os
glicocorticéides. O litio com freqUéncia induz o desen-
volvimento de diabetes insipidus nefrogénica, que esta
provavelmente relacionado a diminuigao da expressao
da aquaporina-2 e seria independente da atividade
da adenil-ciclase®. A acetazolamida, um inibidor da
anidrase carbonica pode ser usada no tratamento de
hidrocefalias compensadas, possivelmente por agao
sobre a aquaporina-14. Os glicocorticéides removem
agua do edema cerebral vasogénico, no entanto, os
mecanismos de como ocorre essa remogao ainda nao
sao bem conhecidos. Um estudo publicado em 19914,
portanto antes do descobrimento das aquaporinas,
pode nos ajudar nessa compreensao. De fato, os
autores mostraram que os gicocorticoides induzem
um aumento na expressao de superficie dos arranjos
ortogonais intramembrana. Esses arranjos seriam,
provavelmente, constituidos por aquaporina-4 e pelo
canal retificador de potéssio 4.1 e assim o sifao de
agua na interface gliovascular seria mais eficiente na
recondugéo da agua para o intravascular?.

Outra perspectiva refere-se a genética. Casos de
edema cerebral promovidos por traumas leves e com
evolugao fatal sdo relatados na literatura associados as
mutacdes genéticas de canais de calcio, de canais de
sodio e da sodio-potassio-ATPase, todos com historia
de enxaqueca hemiplégica familiar*-*'. Hoje, dezenas
de mutacdes pontuais de Unico nucleotideo ja foram
descritas para o gene da aquaporina-4, sendo algumas
nao sinbnimas e que podem, portanto, levar a alteracoes
na estrutura da proteina e a potenciais repercussoes
funcionais que interfiram na instalacao ou resolugao
do edema cerebral.

Atualmente, nosso grupo esta sequenciando uma
regiao do exon 4, que possui 5 possivies sitios de fos-
forilagdo. Estamos procurando associar a frequéncia
de mutacgbes encontradas com a evolucado (morbi-
mortalidade) de pacientes que sofreram traumatismos
cranianos do tipo contuso, acompanhados com exa-
mes clinicos e tomograficos. Esperamos que, em futuro
proximo, esse e inimeros outros estudos que estao
sendo realizados em todo 0 mundo possam nos auxi-
liar a melhor compreender o edema cerebral e, assim,
aliviar o sofrimento dos pacientes acometidos.
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