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Resumo

A doenca de Parkinson (DP) é uma doenca neurodegenerativa caracterizada pela degeneracao
progressiva dos neurdnios dopaminérgicos (DA) que projetam da substantia nigra (SN) pars
compacta para o estriado, o que leva a reducdao dos niveis de dopamina nesta regiao
encefalica. A principal abordagem terapéutica no tratamento da DP é a reposicdo da
dopamina na forma do seu precursor L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA). Embora esta
terapia controle os sintomas nos estagios iniciais da doenca, nao é curativa e pode originar

efeitos secundarios.

0 uso de fatores neurotroficos pode ser uma estratégia terapéutica devido a sua capacidade
de promoverem a sobrevivéncia, diferenciacdo, manutencédo e protecao dos neurdnios contra
lesdes. O fator neurotrofico derivado de uma linha de células da glia (GDNF) é um potente
fator neurotrofico dos neuronios DA da via nigroestriatal. Os aumentos na expressao de GDNF
em células de estriado protegem os neurdnios DA contra a lesdo da via nigroestriatal induzida
por toxinas € promovem a recuperacao de neurdnios lesados, sugerindo que o GDNF endogeno
pode ser neuroprotetor. Assim, a estimulacao farmacoldgica da sintese de GDNF enddgeno no

estriado podera vir a ser uma potencial escolha no tratamento da DP.

O principal objetivo deste trabalho foi avaliar se a libertacdo de moléculas soliveis em
consequéncia da lesdo dopaminérgica é capaz de induzir alteracoes na expressao de GDNF em
células de estriado. Utilizaram-se culturas do mesencéfalo ventral obtidas a partir de ratos
recém-nascidos ou embrides expostas a H,0, ou L-DOPA para recolher os meios condicionados,
que posteriormente foram aplicados em culturas de estriado. Avaliou-se a expressao de GDNF
ao nivel da proteina e do mRNA nas células estriatais por Western blot e PCR em tempo real,
respetivamente. A lesdo dopaminérgica foi avaliada através da expressdo de tirosina
hidroxilase (TH), por Western blot, e da contagem do nimero de células que expressam TH,

por microscopia de fluorescéncia.

Verificou-se que os fatores sollveis libertados por culturas mistas do mesencéfalo ventral
expostas a 50uM de H,0, ou 200uM de L-DOPA induziram um aumento nos niveis de mRNA do
GDNF nas células do estriado. Este aumento é desencadeado por mediadores sollveis
libertados apenas na presenca de neuronios DA, pois nao observamos aumentos de GDNF nas
células estriatias apds exposicao aos fatores sollveis libertados apenas por astrocitos do
mesencéfalo ventral, previamente incubados com os mesmos agentes oxidantes. Foram
testadas concentracbes superiores de H,0, e L-DOPA em culturas embrionarias mistas do
mesencéfalo ventral. Foi observada uma diminuicdo no nimero de células TH™ nestas culturas
quando expostas a 600uM de L-DOPA ou 400uM de H,0,. Verificamos também que os fatores
solUveis libertados apo6s lesao dopaminérgica induziram aumentos de GDNF nas células

estriatais.



Os resultados obtidos neste trabalho indicam que apoés lesdo dos neurdnios DA, as células do
mesencéfalo ventral libertam mediadores solUveis que atuam ao nivel das células estriatais,
induzindo um aumento na expressao de GDNF nessas células, provavelmente como uma
estratégia neuroprotetora. Assim, estes resultados poderao contribuir para uma melhor
compreensao do papel do GDNF estriatal no contexto da lesdo dopaminérgica. A manipulacdo
dos niveis endogenos deste fator neurotrofico podera, no futuro, constituir uma alternativa
no tratamento de doencas neurodegenerativas, como a DP.
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Abstract

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disorder characterized by the progressive
degeneration of dopaminergic (DA) neurons that project from the substantia nigra (SN) pars
compacta to the striatum, which leads to the reduction of dopamine levels in this brain
region. The main therapeutic approach in the treatment of PD is dopamine replacement in
the form of its precursor L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA). Although this therapy
control the symptoms in the early stages of the disease it is not curative and may cause side
effects.

The use of neurotrophic factors can be a therapeutic strategy due to their ability to promote
survival, differentiation, maintenance and protection of neurons against injury. Glial cell line-
derived neurotrophic factor (GDNF) is a potent neurotrophic factor for DA neurons of the
nigrostriatal pathway. Increases in GDNF expression in striatal cells protect DA neurons
against toxin-induced nigrostriatal pathway injury and promote recovery of damaged neurons,
suggesting that endogenous GDNF can be neuroprotective. Thus, the pharmacological
stimulation of striatal endogenous GDNF synthesis can be a potential choice for the treatment
of PD.

The main objective of this study was to examine whether the release of soluble molecules as
a result of DA injury is capable to induce changes in GDNF expression in striatal cells. We
used postnatal and embryonic ventral midbrain cultures exposed to H,0, or L-DOPA to collect
conditioned media, which were subsequently applied to the striatal cultures. We assessed
GDNF expression at mRNA and protein level in striatal cells by Western blot and real time
PCR, respectively. The DA injury was evaluated by tyrosine hydroxylase (TH) expression, by
Western blot, and by counting the number of cells expressing TH, using fluorescence

microscopy.

We found that soluble factors released by postnatal neuron-glia ventral midbrain cultures
exposed to 50uM H,0, or 200uM L-DOPA induced an increase in GDNF mRNA levels on striatal
cells. This increase is triggered by soluble mediators released only in the presence of DA
neurons, since there was no increase in striatal GDNF after exposure to soluble factors
released by ventral midbrain astrocytes, previously incubated with the same oxidizing agents.
We tested higher concentrations of H,0, and L-DOPA in mixed embryonic ventral midbrain
cultures. We observed a decrease of TH* cells in these cultures exposed to 600uM L-DOPA or
400uM H,0,. We also found that soluble factors released upon DA injury induced GDNF up-

regulation in striatal cultures.

viii



The present results indicate that upon DA neurons injury, ventral midbrain cells release
soluble mediators that increase GDNF expression in striatal cells, probably as a
neuroprotective strategy. Thus, these results may contribute to a better understanding the
role of endogenous striatal GDNF in the context of DA injury. The manipulation of the
endogenous levels of this neurotrophic factor may constitute, in the future, an alternative in

treatment of neurodegenerative diseases, such as PD.
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Capitulo 1

Introducao

1.1. Doencas neurodegenerativas

As doencas neurodegenerativas sao caracterizadas pela perda lenta e progressiva de
neurénios no sistema nervoso central (SNC), o que leva a défices de fungdes especificas
associadas a regiao do SNC afetada (por exemplo, a memoria, cognicdo e movimento). Estas
doencas incluem a doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson (DP), esclerose lateral
amiotrofica, esclerose multipla, doenca de Huntington e atrofia multi-sistémica (Gao & Hong,
2008).

Varios fatores tém sido apontados como possiveis causas para o aparecimento destas doencas;
entre eles, tem sido sugerido que defeitos na degradacdo e agregacao de proteinas, stress
oxidativo e formacdo de radicais livres, disfuncées bioenergéticas mitocondriais
comprometidas e processos neuroinflamatorios possam ter um papel na patogénese destas

doencas (revisto por Cacciatore et al., 2012).

Variacoes nos niveis dos fatores neurotroficos, devido a alteracdes na sua sintese, libertacao
ou atividade, associadas a fatores genéticos ou ao envelhecimento, também podem estar
envolvidas na perda neuronal observada em doencas neurodegenerativas como a DP (revisto
por Siegel & Chauhan, 2000; revisto por Mattson & Magnus, 2006).

1.1.1. Doenca de Parkinson

A DP é a segunda doenca neurodegenerativa mais comum e afeta 1-2% da populagcdo com
idade superior a 65 anos (Hastings, 2009). Os principais sintomas da DP incluem uma
dificuldade em iniciar movimento, lentidao de movimentos (bradicinesia), rigidez e tremores
em repouso (Kirik et al., 2004), bem como problemas nao motores, tais como distUrbios

cognitivos, afetivos e autonomos (Hurelbrink & Barker, 2004).

Esta doenca caracteriza-se por uma grave deficiéncia de dopamina no estriado, resultante de
uma degeneracao seletiva e progressiva dos neurdnios dopaminérgicos (DA) na substantia
nigra (SN) pars compacta (Hong et al., 2009) que estendem os seus axénios principalmente
para o estriado dorsal (caudado-putamen) para formar a via nigrostriatal, essencial para o
controlo do comportamento motor voluntario (Figura 1). A degeneracao axonal progressiva do
sistema nigrostriatal, bem como de outros sistemas neuroquimicos, conduz a uma transmissao

dopaminérgica aberrante. Além disso, a interrupcdo da sinalizacao glutamatérgica,



serotoninérgica e colinérgica normal pode ocorrer independentemente da transmissao

dopaminérgica na DP (Wakeman et al., 2011).
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Figura 1. Vias neuronais que degeneram na Doenca de Parkinson. Os sinais que controlam os
movimentos do corpo sdo transmitidos ao longo dos axoénios que projetam da SN pars compacta para o
estriado (caudado-putamen). Estes neurodnios nigrostriatais libertam dopamina nos seus alvos no
estriado. Em doentes de Parkinson, os neurdnios DA na via nigrostriatal degeneram (adaptada de
National Institutes of Health, 2001).

Esta doenca é também caracterizada pela formacao de corpos de Lewy (Gaig & Tolosa, 2009).
Mutacbes nos genes que codificam a a-sinucleina, parkina e hidrolase L1 C-terminal da
ubiquitina, foram identificadas em formas familiares da DP e pensa-se que possam causar
degeneracao nigral através da disfuncdo no handling das proteinas. Existe uma vasta gama de
proteinas agregadas nos corpos de Lewy, que incluem a a-sinucleina, ubiquitina,
neurofilamento e outras proteinas nitradas ou danificadas oxidativamente (Du et al., 2007).
Varias evidéncias tém sugerido que a falha do sistema ubiquitina-proteossoma para remover
proteinas misfolded pode desempenhar um importante papel na etiopatogenia da DP (revisto
por Ardley & Robinson, 2004).

A perda de células nigrais acontece durante muitos anos, durante a fase inicial sintomatica,
durante a manifestacao da DP e durante o grave estagio final. No inicio da doenca, aquando
dos primeiros sinais, cerca de 50% dos neurdnios DA foram perdidos, e existe uma perda
adicional de 45%, em média, dentro da primeira década, acompanhada por uma desenervacao

dopaminérgica estriatal profunda (Kirik et al., 2004).



1.2. Fatores neurotroficos: importancia do GDNF

Os fatores neurotroficos sdao proteinas secretadas que regulam o desenvolvimento,
manutencao, funcao e plasticidade do sistema nervoso dos vertebrados. Quatro das classes
principais de moléculas que compreendem a familia dos fatores neurotroficos sao: a
neurotrofina familiar, o fator neurotréfico derivado de uma linha de células da glia (GDNF), as
citocinas neurotroéficas, e a familia do fator neurotréfico da dopamina cerebral (CDNF) e do
fator neurotrofico derivado de astrocitos mesencefalicos (MANF) (revisto por Aron & Klein,
2011).

Os fatores neurotréficos endogenos regulam a morte celular natural durante o
desenvolvimento e preservam as inervacdes alvo e a sobrevivéncia das células durante a vida
pos-natal. Um declinio na producdo dos fatores neurotréficos ou uma transducdo de sinal
comprometida em neurdnios envelhecidos pode contribuir para a neurodegeneracao
patologica (Kramer et al., 2007). Estes fatores surgiram assim como promissores agentes
terapéuticos para doencas neurodegenerativas, incluindo a DP (revisto por Aron & Klein,
2011), pois regulam a diferenciacdo neuronal, a manutencdo do fendtipo e atividade
sinaptica, protegem os neurdnios adultos de lesdes mecanicas, toxicas ou isquémicas, e

interferem na morte de neuroénios por necrose ou apoptose (Sanchez et al., 2009).

O GDNF foi originalmente isolado a partir do sobrenadante da linha celular de glioblastoma
B49 de rato e descobriu-se ser um potente fator de sobrevivéncia para os neurénios DA do
mesencéfalo (Lin et al., 1993). Desde entdao tem-se demonstrado que o GDNF promove a
sobrevivéncia e diferenciacdo de muitos outros tipos de populagdes neuronais, tais como
neurdnios motores da coluna vertebral e central, neuronios noradrenérgicos do tronco
cerebral, neurénios colinérgicos do prosencéfalo basal, neurdnios entéricos, células de

Purkinje do cerebelo e neurdnios simpaticos e sensoriais (Sandhu et al., 2009).

O GDNF é uma proteina homodimérica, heterogeneamente glicosilada e com massa molecular
entre os 33 e 45 KDa (revisto por Saavedra et al., 2008). E um membro da superfamilia do
fator de crescimento transformador B (TGF-B) e a sua sinalizacdo é mediada por um sistema
que consiste num recetor acoplado a um ligando glicosil-fosfatidilinositol (GPI), a familia de
recetores a1 do GDNF (GFRa1-4) e o recetor de sinalizacdo transmembranar de quinase de
tirosina RET, codificado pelo proto-oncogene c-ret (Sandhu et al., 2009; Cao et al., 2010).
Este complexo induz a autofosforilacao do recetor de tirosina e a ativacao de uma cascata de
também pode ativar vias de sinalizacdo intracelular através do recetor GFRa1-4 na auséncia
de RET (Sandhu et al., 2009; Cao et al., 2010).



O GDNF homodimérico liga-se primeiro ao GFRa1 monomérico ou dimérico. Este complexo
interage com duas moléculas RET, resultando na autofosforilacdo de residuos de tirosina nos
dominios intracelulares das proteinas RET, como indicado na Figura 2. A autofosforilacao da
tirosina € necessaria para a atividade catalitica do RET e para a sinalizacdo downstream, e
constitui o primeiro evento intracelular da cascata de sinalizacao RET ativada por membros
da familia do ligando GDNF (Sariola & Saarma, 2003).

GDNF dimer Ret
aa
> <
PM
GFRa1 i
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Figura 2. Interacdao do GDNF com o seu recetor. Um dimero de GDNF interage com duas moléculas de
GFRa1. Este complexo dimeriza duas moléculas de RET que conduzem a transfosforilacdo dos seus

dominios de tirosina-quinase (Adaptada de Sariola & Saarma, 2003).

Tal como outros recetores de quinase de tirosina, o RET pode ativar diferentes vias de
sinalizacao, incluindo a via da quinase regulada por sinalizacao extracelular Ras/ERK, via do
fosfatidilinositol 3-quinase PI3K/Akt, via da proteina quinase ativada por mitogénios
p38/MAPK, via da fosfolipase C-y (PLCy) e via da quinase c-Jun N-terminal (JNK). De entre as
varias quinases de tirosinas do RET, demonstrou-se que a Tyr1062 esta envolvida na ativacao
das vias Ras/Erk ou PI3K/AKT e é necessaria para a diferenciacdo e sobrevivéncia de
neuronios mediada pelo GDNF (Sariola & Saarma, 2003; Di Liberto et al., 2011).

Em 2003, Paratcha et al. confirmou que a molécula de adeséo celular neural -140 (NCAM-140)
poderia atuar como um recetor de sinalizacdo transmembranar para o GDNF. Também foi
descrito que o GDNF, quando injetado na SN de ratos, poderia ativar a via de sinalizacao da
NCAM (Paratcha et al., 2003). Outras moléculas de adesdao como as integrinas e N-caderinas
também sao expressas em neuronios DA. Estas ndo so6 sdo capazes de aderir as células, mas
também mediar a transducdo de sinal entre célula-célula ou célula-matriz extracelular.
Estudos anteriores de Cao et al. (2010) sugeriram que a integrina B1 e a N-caderina,
importantes na transducao de sinal entre célula-célula ou célula-matriz extracelular e
também expressas em neurdnios DA (Cao et al., 2010), podem mediar a sinalizacdo do GDNF,
podendo ser outros recetores de sinalizacdao transmembranares para o GDNF e estar
envolvidos nos efeitos do GDNF nos neurdnios DA em desenvolvimento (Paratcha et al., 2003;
Cao et al., 2010).



1.2.1. Papel do GDNF na via nigrostriatal

O GDNF ¢é expresso em elevados niveis em neuroénios do estriado durante o desenvolvimento
pos-natal e regula a morte natural dos neurénios DA da SN (revisto por Burke, 2004). O GDNF
€ também expresso na SN (Sarabi et al., 2001), contudo os niveis de mRNA de GDNF nesta
regiao sao muito mais baixos do que no estriado (Choi-Lundberg & Bohn, 1995; Oo et al.,
2005). Os astrocitos reativos no sistema nigrostriatal também expressam varios fatores

neurotroficos, incluindo o GDNF (Bresjanac & Antauer, 2000; Nakagawa & Schwartz, 2004).

A observacdo de transporte axonal retrogrado do GDNF em neurdnios nigrostriatais adultos
indica um papel de manutencao neuronal para o GDNF no sistema nervoso adulto (Tomac et
al., 1995). Um suporte neurotréfico deficiente também foi sugerido como um fator envolvido
na degeneracao dos neuroénios nigrostriatais na DP (revisto por Siegel & Chauhan, 2000). A
hipotese de que o GDNF é um fator neurotrofico limitante para o desenvolvimento dos
neuronios DA da SN é suportada pela observacao de que a administracao intraestriatal de
GDNF durante o periodo de morte celular ontogenética suprime a apoptose dos neurdnios DA
da SN. Além disso, a neutralizacdo do GDNF enddgeno através da aplicacao de anticorpos para

0 GDNF no estriado aumenta a morte celular (Oo et al., 2003).

A importancia do GDNF para o desenvolvimento e manutencdo da via nigroestriatal é
reforcada por estudos que mostram que ratos que nao expressam o recetor Ret apresentam
perda progressiva de neurdnios DA especificamente na SN, degeneracdo dos terminais
nervosos DA no estriado e ativacao glial acentuada (Kramer et al., 2007). Estes estudos
sugerem fortemente que o GDNF desempenha um papel essencial no desenvolvimento do
sistema nigrostriatal dopaminérgico, e que uma ligeira perturbacdo deste sistema devido a
uma diminuicdo dos niveis de GDNF pode comprometer a sobrevivéncia dopaminérgica na vida

adulta (revisto por Saavedra et al., 2008).

O GDNF atua em diferentes niveis induzindo a recuperacao dos tecidos. Assim o GDNF induz o
aparecimento de axonios DA e a inibicdo antisense da expressao de GDNF reduz o surgimento
de axonios DA na lesao estriatal (Batchelor et al., 2000). O GDNF reduz a degeneracao das
fibras dopaminérgicas, um processo que é regulado por vias intracelulares, tais como o
sistema ubiquitina-proteassoma (Gonzalez-Aparicio et al., 2010). A inibicao deste sistema
aumenta a degeneracao dos neurdnios DA, e o GDNF protege contra a inibicdo do proteassoma
induzida pela degeneracdo dos neuronios DA, através da supressao do stress do reticulo

endoplasmatico e da ativacao da caspase-3 (Li et al., 2007).

Além de promover a sobrevivéncia dos neurdnios DA, o GDNF também pode alterar a
funcionalidade dopaminérgica em varios niveis, incluindo o reforco da sintese e metabolismo
de dopamina, modulacao transcricional de enzimas da biossintese de dopamina, aumento da

disponibilidade de dopamina e da excitabilidade dos neurdnios DA (Yang et al., 2009).



A tirosina hidroxilase (TH) € uma enzima limitante da sintese de dopamina, cujo nivel de
expressao indica o estado da funcao do sistema DA nigrostriatal. Foi demonstrado que o GDNF
poderia promover a expressao de TH nos neurénios DA da SN (Cao et al., 2010). A
administracao de GDNF aumenta a fosforilacao da TH e, consequentemente, a atividade da
TH e a sintese de dopamina no estriado de ratos. Estes efeitos do GDNF na atividade da TH
sao mediados pela ativacao da MEK-1 e ERK (Gonzalez-Aparicio et al., 2010; Yang et al.,
2009).

1.2.2. GDNF na lesao nigrostriatal

Entre as neurotoxinas utilizadas experimentalmente para induzir neurodegeneracao
dopaminérgica, a 6-hidroxidopamina (6-OHDA) e o 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
(MPTP), sao as mais utilizadas (revisto por Dauer & Przedborski, 2003). A 6-OHDA tem algumas
semelhancas estruturais com a dopamina e a norepinefrina, exibindo uma elevada afinidade
para varios transportadores catecolaminérgicos. Assim, a 6-OHDA pode penetrar tanto em
neuronios DA como noradrenérgicos e danificar as vias catecolaminérgicas no SNC e
periférico, através de um efeito conjunto de espécies reativas de oxigénio (ROS) e quinonas
(Bové et al., 2005). O MPTP é altamente lipofilico e atravessa rapidamente a barreira
hemato-encefalica. A toxina MPTP é convertida no metabolito téxico ativo 1-metil-4-
fenilpiridina (MPP*), que se acumula nos neuronios DA e se liga ao complexo mitocondrial |

levando a deplecao de energia e formacao de ROS (revisto por Dauer & Przedborski, 2003).

O trabalho inicial sobre a eficacia do GDNF em modelos animais da DP (usando 6-OHDA ou
MPTP) envolveu o estudo dos efeitos de injecdes ou infusdbes de GDNF administradas
diretamente nos ventriculos laterais ou no parénquima cerebral. Isto demonstrou que o GDNF
tem propriedades tanto de protecdo como de reparacao (administrado antes ou apds a lesao,
respetivamente), com injecdes intra-estriatais, proporcionando melhorias mais consistentes
na sobrevivéncia neuronal dopaminérgica e crescimento de fibras dopaminérgicas. No
entanto, a administracdo de GDNF intranigral e intracerebroventricular também se tem
mostrado benéfica (Hurelbrink & Barker, 2004).

Diversas experiéncias em modelos animais tém mostrado que o GDNF injetado diretamente na
SN ou no estriado protege os neurdnios DA de neurotoxinas, tais como 6-OHDA e MPTP.
Existem também evidéncias para a restauracdo da funcdo de neurdnios lesados pelo GDNF
apos estes insultos toxicos, embora as acdes de reparacdo nao sejam geralmente tdo

acentuadas como as acoes neuroprotetoras (Peterson & Nutt, 2008).

A entrega de genes através de vetores virais que codificam para o GDNF tem demonstrado
também prevenir a morte celular dopaminérgica e o enfraquecimento motor induzidos por
varios insultos, tais como axotomia do feixe do prosencéfalo medial, injecao de 6-OHDA ou
tratamento com MPTP (Yang et al., 2009; Xing et al., 2010). Um estudo de Connor (2001),
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demonstrou que injecOes estriatais de adenovirus de GDNF protegeram os terminais
nigrostriatais e corpos celulares nigrais, mantendo a funcao motora num modelo animal da
DP, enquanto injecées na SN nao tiveram este efeito (Connor, 2001). Noutro estudo de
Kordower e seus colaboradores (2000) foi usado um vetor de lentivirus para entregar o gene
de GDNF por injecao estereotaxica no estriado e SN in vivo em macacos Rhesus, uma semana
antes do tratamento com MPTP, o que resultou num aumento no nimero de neurénios DA TH
positivos. Além disso, os macacos Rhesus tratados com o vetor lentiviral melhoraram o

desempenho comportamental (Kordower et al., 2000).

Foi demonstrado que o sistema de entrega de seguranca biologica de microesferas poliméricas
biodegradaveis contendo pequenas quantidades de GDNF, implantaveis por cirurgia
estereotaxica num modelo animal de DP, proporciona recuperacao parcial das projecoes de
neuronios DA lesionados com 6-OHDA (Gouhier et al., 2002; Garbayo et al., 2009). O implante
intra-estriatal de microesferas que distribuem GDNF ou células estaminais neurais
programadas para produzir GDNF podem também melhorar o desempenho motor e prevenir a

degeneracao dopaminérgica em modelos animais da DP (Hurelbrink & Barker, 2004).

Verificou-se também noutros estudos que a implantacao unilateral de células encapsuladas
produtoras de GDNF no estriado de ratos uma semana antes da injecao intrastriatal de 6-
OHDA produziu protecao substancial nos neurdnios DA estriatais e da SN (Shingo et al., 2002;
Sajadi et al., 2006).

Apesar de todos os resultados experimentais promissores com GDNF, a utilizacao clinica deste
fator neurotréfico na DP é limitada devido ao tamanho da proteina. Com um peso molecular
de cerca de 30 kDa, a molécula é demasiado grande para atravessar a barreira hemato-
encefalica (Mertens et al., 2009). Existem também outras dificuldades em aplicar
diretamente o GDNF na via dopaminérgica, uma vez que os efeitos do GDNF sao transitorios e
o GDNF interage com recetores que estdo amplamente distribuidos no cérebro (Grandoso et
al, 2007). Por esta razdao, pequenas moléculas que consigam transpor esta barreira e que
sejam capazes de estimular a expressao de GDNF endogeno estriatal podem ser promissores
neuroprotetores (Mertens et al., 2009; Xu et al., 2010).

Foi sugerido que o XIB4035, uma pequena molécula que atua como um agonista do recetor
GFRa1 e imita os efeitos neurotréficos do GDNF em células Neuro-2A, pode ter efeitos

benéficos para o tratamento da DP (Tokugawa et al., 2003).

A incubacdao com PYM50028, um nao-peptideo indutor de fatores neurotréficos, mostrou
também proteger culturas de neurdnios DA do efeito toxico de MPP’, um efeito quase
completamente perdido na presenca do anticorpo anti-GDNF e/ou anti-GFRa1l. A
administracao oral de PYM50028 em ratinhos lesados com MPTP resultou num aumento

significativo dos niveis de GDNF no estriado e atenuacao da perda dos neurdnios DA da SN



(Visanji et al., 2008).0 efeito protetor do catalpol, um componente ativo extraido e
purificado a partir de Rehmannia glutinosa foi investigado num modelo animal de MPTP e em

neuronios mesencefalicos tratados com MPP",

A administracdo oral de catalpol melhorou a capacidade locomotora, elevou
significativamente os niveis de dopamina no estriado e o nimero de neurdnios TH positivos na
SN. O tratamento com catalpol aumentou também os niveis estriatais de GDNF, e o nimero
de neuronios DA foi positivamente correlacionado com os niveis de GDNF. Além disso, o
catalpol protegeu os neurdnios mesencefalicos em cultura contra a toxicidade por MPP* e
aumentou os niveis de mRNA de GDNF (Xu et al., 2010).

Descobrir moléculas como XIB4035, PYM50028 ou catalpol, capazes de estimular a expressao e
sinalizacao de GDNF, pode revelar-se benéfico para o tratamento da DP e podera superar a
maioria dos problemas associados com o fornecimento de GDNF no cérebro, com a expressao
de GDNF induzida por vetores virais ou com a utilizacdo de células encapsuladas produtoras
de GDNF (Bespalov & Saarma, 2007).

1.2.3. GDNF como mediador na comunicacdao neuroénios-astrocitos-

microglia

O tecido nervoso responde a lesdo através da ativacdo de mecanismos de protecdo e de
reparacao. Os neuronios lesados alteram a sua propria expressdao génica e estimulam os
astrocitos e células da microglia que estdao proximos a fornecer suporte. Apds a lesdo, as
células gliais parecem ser a fonte predominante de substancias troficas (revisto por Saavedra
et al., 2008).

Os astrocitos sdo o tipo de célula mais abundante dentro do SNC (Blackburn et al., 2008).
Formam dominios anatémicos altamente organizados com pouca sobreposicao entre células
adjacentes e estao interligados em redes funcionais através de juncdes de hiato (revisto por
Allaman et al, 2011). Os astrocitos sdo células multifuncionais que tém um papel fundamental
na homeostase do glutamato e agua, contribuem para o processamento de informacdao em
condicodes fisiologicas e sao capazes de gerar uma resposta a qualquer tipo de insulto ao SNC.
(Buffo et al., 2010; revisto por Allaman et al., 2011). Nao fornecem apenas suporte trofico,
metabolico e estrutural para os neurdnios, mas desempenham também um papel ativo na
comunicacao do complexo neuronal-glial, sinalizacao sinaptica e regulacao do fluxo sanguineo
(Blackburn et al., 2008).

Na sua reacao a lesdo (astrogliose) deixam o seu estado de repouso e tornam-se ativados.
Durante este processo, eles sofrem hipertrofia, aumentam os filamentos intermediarios
constituidos por nestina, vimentina e proteina acida fibrilar glial (GFAP), e ativam a

proliferacao celular. Além disso, no seu estado reativo, os astrocitos podem continuar a
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dividir-se e migram para o local da lesao onde formam a cicatriz glial e libertam varios
fatores que medeiam a resposta inflamatoria tecidual e regeneracdo apds a lesdo (Buffo et
al., 2010).

Os papéis neuroprotetor e neurodegenerativo dos astrocitos dependem, em grande parte, das
moléculas que libertam para o espaco extracelular, que é o microambiente que os astrocitos
e os neuronios partilham. Por exemplo, os astrocitos podem libertar e fornecer aos neurdnios
fatores de crescimento e neurotréficos como o fator de crescimento neuronal (NGF),
neurotrofina-3, GDNF, fator de crescimento de fibroblastos basico (bFGF), fator de
crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1) e fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), bem como substratos metabdlicos tais como lactato e o antioxidante glutationa para
a sobrevivéncia e o normal funcionamento dos neuroénios (Allaman et al, 2011; Rappold &
Tieu, 2010).

Por seu lado, em caso de lesao, os neurdnios libertam fatores para o meio que atuam nos
astrocitos e os levam a aumentar a expressao e libertar fatores troficos, que contribuem para
a protecao desses neuronios e sua regeneracdo. Um estudo de Saavedra e seus colaboradores
(2006) mostrou que os neuronios DA da SN, em resposta a uma lesdao, podem libertar
moléculas sollveis que atuam nos astrocitos aumentando a expressao de GDNF, a sua sintese

e libertacdo, como uma estratégia neuroprotetora (Saavedra et al., 2006).

No entanto, os neuronios da SN que estdo sob stress ou danificados, podem exacerbar a
ativacao microglial e induzi-la a libertar fatores neurotdxicos. Substancias que sao produzidas
por neuronios DA lesados, e que podem ativar a microglia, incluem: agregados de a-
sinucleina, adenosina trifosfato (ATP), e neuromelanina. As citocinas proé-inflamatorias,
interleucina (IL)-1B, fator de necrose tumoral (TNF-a), IL-2 e IL-6, sdo expressas em niveis
muito baixos no cérebro saudavel, mas tém sido encontradas em niveis muito mais elevados
em pacientes com DP, no cérebro post-mortem, bem como em soro e fluido cerebrospinal in
vivo (Long-Smith et al., 2009).

Trabalhos recentes do nosso grupo mostraram que o GDNF, um mediador sollvel libertado por
culturas de astrocitos do mesencéfalo ventral, é capaz de inibir a ativacdo microglial induzida
pelo agente pro-inflamatorio Zymosan A. Assim, a acdo neuroprotetora do GDNF no sistema
nigrostriatal pode resultar nao apenas de um efeito direto sobre os neuronios DA, mas
também através de um impacto indireto sobre estes, através da modulacdao de interacoes

gliais e da cascata neuroinflamatéria que ocorre na DP (Rocha et al., 2010).



1.2.4. GDNF e stress oxidativo

Os neurdnios DA da SN sao particularmente vulneraveis a degeneracao e a exposicao a stress
oxidativo, pois o metabolismo da dopamina da origem a varias moléculas que podem atuar
como toxinas endogenas, se nao tratadas adequadamente (Blum et al., 2001; revisto por
Lotharius & Brundin, 2002). Outra caracteristica Unica dos neurdnios DA da SN é a presenca do
pigmento neuromelanina, que da a esta regido uma cor escura tipica. Na SN, o pigmento
contém dopamina reduzida e metabolitos da dopamina, bem como uma variedade de
proteinas e lipidos. A neuromelanina € um antioxidante celular e armazena metais em
neuronios pigmentados (Double, 2012). A auto-oxidacdo ndo enzimatica da dopamina leva a
formacao de neuromelanina que potencia a formacao de radicais hidroxilo quando combinada

com ferro (Blum et al., 2001).

Assim, a progressao da DP é também devida a danos resultantes do stress oxidativo, ndo so
devido a atividade da microglia (que se encontra aumentada em cérebros de doentes de
Parkinson) mas também devido, em grande parte, ao aumento do turnover da dopamina nos

neuronios (revisto por Peterson & Flood, 2012).

Depois de mais de 40 anos de uso clinico, a levodopa ou L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA)
continua a ser o principal farmaco utilizado no tratamento sintomatico da DP. A L-DOPA é um
precursor da dopamina e, ao contrario desta, atravessa a barreira hemato-encefalica tendo
facil acesso ao tecido nervoso. Em comparacdo com outras terapias dopaminérgicas
disponiveis, a reposicdo da dopamina com L-DOPA esta associada a uma melhoria na funcao
motora (revisto por Poewe et al., 2010). A terapia com L-DOPA ¢é altamente eficaz durante as
fases iniciais do tratamento. Contudo, com o tratamento prolongado, muitos pacientes
desenvolvem complicacdes motoras, como flutuacdes na resposta clinica e movimentos

involuntarios anormais (discinesia) (Lohle & Reichmann, 2010).

A L-DOPA pode no entanto induzir stress oxidativo nos neurdnios DA. Em doses elevadas a L-
DOPA ¢é neurotoxica e pode levar a morte celular em neurénios devido a ativacdo da apoptose
através das vias de sinalizacdo ASK1 e MAP-K (revisto por Nagatsua & Sawadab, 2009;
Liedhegner et al., 2011). A L-DOPA é facilmente oxidada nado enzimaticamente, levando a
producao de metabolitos altamente reativos que podem lesar organelos subcelulares e

membranas celulares de neurdnios DA (revisto por Nagatsua & Sawadab, 2009).

A dopamina tem uma boa reputacdo como neurotransmissor, mas ao mesmo tempo € um bom
guelante de metais e doador de eletrdes levando a geracao de radicais livres toxicos (Uttara
et al., 2009). A dopamina pode auto-oxidar a pH normal, via monoamina oxidase (MAO) ou
auto-oxidacao de aminas e pode dar origem a espécies de radicais superdxido, perdxido de
hidrogénio (H,0;), semiquinonas, e quinonas. O H,0, resultante do metabolismo ou auto-

oxidacao da L-DOPA e dopamina pode ser facilmente reduzido na presenca de ferro ferroso
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(Fe?) (os niveis deste sao mais elevados na SN do que noutras regides do cérebro), através da
reacao de Fenton originando o radical hidroxilo (HO*), que é considerado o radical citotoxico
mais prejudicial para as células vivas (Lotharius & Brundin, 2002; Pedrosa & Soares-da-Silva,
2002). Espécies reativas de oxigénio levam a alteracdes funcionais nas proteinas, DNA e
lipidos. Os danos lipidicos, por sua vez, levam a perda da integridade da membrana e
aumentam a permeabilidade a ides, como o calcio, que pode promover excitotoxicidade
(Lotharius & Brundin, 2002).

Outra das causas do aumento da producdo das ROS mitocondriais e stress oxidativo € a
disfuncao mitocondrial na DP, que foi identificada como uma deficiéncia ou parcial inibicao
do Complexo | da cadeia transportadora de eletrdes. O stress oxidativo € observado nos danos
a macromoléculas, assim como na diminuicao dos niveis de glutationa (GSH). Como principal
agente redutor na célula, a reducdo nos niveis de GSH é particularmente importante,
especialmente porque encontra-se significativamente diminuida no inicio da DP (Hastings,
2009).

Smith & Cass (2007) investigaram a capacidade do GDNF para reduzir o stress oxidativo num
modelo animal de DP. Neste estudo, os animais foram tratados com GDNF antes da
administracao de 6-OHDA. Mediu-se a dopamina no estriado e na SN para confirmar a
capacidade do GDNF para reduzir a deplecao de dopamina induzida pela 6-OHDA. Avaliaram-
se compostos com grupos carbonilo e 4-hidroxinonenal para medir a capacidade do GDNF para
reduzir ou inibir o stress oxidativo. Os resultados obtidos neste estudo sugerem que o GDNF,
quando administrado antes da 6-OHDA, diminui o stress oxidativo induzido pela 6-OHDA e
reduz a deplecao de dopamina no estriado e na SN induzida por esta neurotoxina (Smith &
Cass, 2007).

Num estudo de Sandhu e seus colaboradores (2009) examinaram-se os efeitos do GDNF,
libertado por astrécitos que sobre-expressam este fator neurotrofico, em neuronios sujeitos a
stress oxidativo induzido por 6-OHDA. Para isso, usaram co-culturas de neuronios-astroglia, o
que criou condicGes para se estabelecerem contatos diretos e comunicacao célula-célula.
Tanto os astrocitos humanos como de rato transfetados com vetores de GFAP ou
citomegalovirus secretaram GDNF biologicamente ativo e promoveram neuroprotecao em

condicOes de stress oxidativo (Sandhu et al., 2009).

Um estudo de Saavedra et al. (2006) demonstrou que A L-DOPA e o H,0, estimulam a
producao de GDNF em culturas mistas de neurdnios-glia da SN mas nao em culturas apenas de
astrocitos, o que sugere que os neuronios tém um papel importante na estimulacao da
expressao de GDNF. Os neurdnios podem regular esta producao por si s6 ou estimular as
células gliais a produzir e libertar GDNF (Saavedra et al., 2006). Além disso, na presenca de
um anticorpo que reconhece o GDNF, a viabilidade celular dopaminérgica diminui em culturas

de SN tratadas com H,0,, mostrando que a regulacao do GDNF endogeno em resposta ao H,0,
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€ capaz de proteger os neurdnios DA na cultura (Saavedra et al., 2006). Anteriormente
também tinha sido mostrado que em culturas neuronios-glia da SN, a regulacdo do GDNF em
resposta ao H,0, diminuiu a expressao de heme-oxigenase-1, um marcador de stress oxidativo
(Saavedra et al., 2005). Noutro estudo de Saavedra et al. (2007) verificou-se que a toxicidade
resultante da exposicao de neurodnios DA a H,0, promove a libertacao de mediadores soluveis,
nomeadamente a interleucina IL-1B, que induzem aumentos na expressao de GDNF pelos

astrécitos (Saavedra et al., 2007).

Os aumentos de GDNF podem assim proteger os neuronios DA contra a lesdo induzida por
toxinas e promover a recuperacdo de neuronios danificados. Varios estudos mostram
aumentos na expressao de GDNF em células de estriado apds lesdo da via nigroestriatal,
sugerindo que o GDNF enddgeno pode ser neuroprotetor (Mosley et al., 2006; Peterson &

Nutt, 2008). Assim, a estimulacdo farmacoldgica da sintese de GDNF enddgeno no estriado

podera vir a ser uma potencial escolha no tratamento da DP.
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Capitulo 2

Objetivos

O GDNF é um fator neurotroéfico que protege os neuronios DA, logo podera vir a ser usado com
um agente terapéutico no tratamento da doenca de Parkinson. E necessario compreender os
mecanismos e sinais que podem regular a expressao endogena de GDNF no estriado apos a

lesao.

Assim, o objetivo geral deste trabalho foi analisar se a libertacao de fatores sollveis por
culturas do mesencéfalo ventral, em consequéncia da lesdao dopaminérgica através da
exposicao a L-DOPA e H,0,, é capaz de induzir alteraces na expressao de GDNF em culturas

de estriado.
Os objetivos especificos foram os seguintes:

- estudar o efeito dos fatores soluveis libertados por culturas mistas do mesencéfalo ventral,

expostas a L-DOPA ou H,0,, nos niveis de mRNA do GDNF em culturas mistas de estriado;

- analisar o efeito dos meios condicionados de culturas de astrocitos e culturas mistas de
astrocitos e neurdnios do mesencéfalo ventral, expostas a L-DOPA ou H,0,, na expressao de

GDNF em células estriatais;

- avaliar a lesdao neuronal em culturas do mesencéfalo ventral expostas a L-DOPA ou H,0,.
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Capitulo 3

Materiais e Métodos

3.1. Materiais

A papaina, a L-DOPA, o H,0,, a poli-b-Lisina, o meio minimo essencial de Eagle (MEM) e os
anticorpos primarios anti-tubulina e anti-proteina 2 associada aos microtUbulos (MAP2) de
coelho foram obtidos da Sigma. As placas de cultura foram obtidas da Nunc e da Orange. O
meio neurobasal (MNB), o meio neurobasal-A (MNB-A) e o suplemento B27 foram adquiridos a
Gibco, enquanto o soro fetal bovino (FBS) foi obtido da Biochrom. Os anticorpos secundarios
conjugados a fosfatase alcalina anti-coelho e anti-ratinho e o substrato da fosfatase alcalina
ECF foram obtidos da GE Healthcare. O anticorpo primario anti-GDNF de coelho foi obtido da
Santa Cruz Biotechnology, o anticorpo primario anti-TH de ratinho foi adquirido a BD
Transduction Laboratories e o anticorpo primario anti-GFAP de galinha obteve-se da
Chemicon. Os Random Primers, os deoxinucledtidos trifosfatados (d’NTPs), o tampao First-
Strand 5x, o ditiotreitol (DTT), a enzima Transcriptase Reversa do Virus da Leucemia Murinica
de Moloney (M-MLV RT), o Hoescht e os anticorpos secundarios cabra anti-ratinho, cabra anti-
coelho e cabra anti-galinha, conjugados com os fluoroforos Alexa Fluor® 488 ou Alexa Fluor®
594, foram obtidos da Invitrogen. A sonda Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (2x) foi obtida
da Fermentas Life Sciences e o meio de montagem foi obtido da Dako. Os restantes reagentes

foram obtidos da Sigma, Merck, Biorad e Pancread.

3.2. Preparacao das culturas celulares

3.2.1. Culturas de astrécitos do mesencéfalo ventral

Os animais foram manipulados de acordo com os requisitos éticos nacionais para a
investigacdo animal e de acordo com a Convencao Europeia para a Protecao de Animais
Vertebrados Usados para Fins Experimentais e Outros Fins Cientificos. Para cada preparacao
da cultura de astrocitos do mesencéfalo ventral utilizaram-se 10 a 15 ratos Wistar recém-
nascidos com 2 a 4 dias. Os animais foram decapitados, retiraram-se os encéfalos e
colocaram-se numa caixa de Petri com tampao fosfato salino (PBS) frio (NaCl 140mM, KCl
2,7mM, KH,PO, 1,5mM e Na,HPO, 8,1mM, pH 7,4). Dissecou-se a zona correspondente ao
mesencéfalo ventral, retiraram-se as meninges e colocou-se o tecido em PBS frio. Os pedacos
de tecido obtidos dividiram-se por dois tubos contendo a solucdo de digestdao enzimatica
(papaina 20U/mL, cisteina 1mM, CaCl, 1,5mM, NaCl 116mM, KCl 5,4mM, NaHCO; 26mM,
NaH,P0O,.H,0 2mM, MgS0,.7H,0 1mM, EDTA 0,5mM, glicose 25mM e vermelho de fenol 0,001%)
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e colocaram-se a 37°C, sob agitacao e com oxigenacao, durante 10 minutos. A solucao de
digestao enzimatica foi previamente esterilizada por filtracdo e colocada sob oxigenacao e
agitacao durante aproximadamente 30 minutos antes da colocacao do tecido. No final da
digestao, retirou-se a solucao sobrenadante e o tecido sedimentado foi lavado 3 vezes com
M10C-G (MEM contendo FBS nao inativado pelo calor 10%, glicose 0,34%, penicilina 12000 U/L,
estreptomicina 12mg/L, anfotericina B 30ug/L e insulina 5mg/L) aquecido a 37°C, a fim de
parar a digestao e remover os restos desta solucao. Dissociou-se o tecido mecanicamente por
ressuspensao com pontas estéreis com orificios de tamanho 20G, 23G e 25G,
sequencialmente. De seguida, centrifugou-se o tecido durante 3 minutos a 405xg, a
temperatura ambiente (3K18C Bioblock Scientific; Sigma Laboratory Centrifuges) e no final
removeu-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento em 10mL de M10C-G. Para efetuar
a contagem das células viaveis preparou-se uma diluicdo 1:1 da suspenséo celular com azul de
tripano (0,4% de azul de tripano em 0,9% de NaCl) e contaram-se as células numa camara de
Neubauer, no microscopio ético. A viabilidade das células foi determinada pela capacidade de
exclusao do corante azul de tripano: as células viaveis apresentam membranas intactas,
capazes de impedir a entrada do corante, enquanto as células mortas ou nao viaveis sao
incapazes de o fazer, apresentando-se coradas de azul. A partir da média do nimero de
células dos quatro quadrantes diluiu-se a suspensao celular em M10C-G de forma a obter uma
densidade celular de 0,102x10°/cm® e cultivaram-se as células em placas de 12 pocos
previamente revestidas com poli-D-Lisina (0,1mg/mL). As células foram entao colocadas numa
incubadora a 37°C, numa atmosfera humidificada contendo 95% de ar e 5% de CO,.
Aproximadamente duas horas apds a cultura, efetuaram-se trés lavagens com MEM frio, com o
objetivo de remover restos celulares e neurdnios presentes. No final adicionou-se M10C-G

aquecido e colocaram-se as células de novo a 37°C.

3.2.2. Culturas mistas de astrocitos e neurénios do mesencéfalo

ventral

Os neurdnios foram cultivados sobre uma monocamada de astrdcitos sete dias apos o seu
isolamento (descrito na seccdo 3.2.1). Dois dias antes do isolamento dos neuroénios substituiu-
se 0 meio M10C-G das culturas de astrocitos por MNB-A suplementado (suplemento B27 a 2%,

FBS inativado pelo calor a 1%, glutamato 0,4mM, HCL 0,5mM e quinurenato 0,05mM).

O isolamento de neurdnios foi semelhante ao isolamento de astrocitos, existindo no entanto
algumas diferencas: utilizaram-se ratos Wistar recém-nascidos com 2 a 3 dias; na disseccao do
mesencéfalo ventral eliminou-se a area tegmental ventral VTA, fazendo um corte vertical
paramediano a esquerda e a direita para separar a SN da VTA; a solucdao de digestdo
enzimatica continha HCl 2,5mM e quinurenato 0,5mM, para além dos outros componentes da

solucdo de digestdo utilizada para o isolamento de astrécitos; o meio utilizado durante o
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isolamento e cultura foi o MNB-A com soro, em vez do meio M10C-G e a densidade celular
utilizada foi de 0,109x10%/cm?’.

Um dia apos o isolamento dos neurdnios, inibiu-se o crescimento dos astrocitos com 5-
fluorodesoxiuridina (FDU) (FDU 27uM e uridina 68uM). As experiéncias nestas culturas mistas
foram realizadas trés dias apds o isolamento de neurdnios, sendo o meio substituido por MNB-
A sem soro (mesma composicao do MNB-A com soro, mas sem FBS) aproximadamente 12 horas

antes do tratamento.

3.2.3. Culturas embrionarias de neurénios do mesencéfalo ventral

Sacrificou-se uma fémea gravida com 15 a 16 dias de gestacao, retiraram-se os embrides e
colocaram-se numa caixa de petri contendo PBS frio. Dissecou-se a zona correspondente ao
mesencéfalo ventral, colocou-se o tecido num tubo com 7,5mL de PBS e adicionaram-se
2,5mL da solucao de digestdao enzimatica (tripsina 4,5mg/mL e DNase 2,5 mg/mL dissolvidas
em PBS), previamente filtrada e aquecida a 37°C. O tecido foi incubado nesta solucao durante
10 minutos, a 37°C, sob agitacao. No final da digestao, centrifugou-se o tecido a 88xg,
durante 1 minuto, a temperatura ambiente. De seguida desprezou-se o sobrenadante,
adicionou-se ao sedimento 10mL de PBS contendo 10% de FBS inativado pelo calor e
centrifugou-se a 88xg durante 1 minuto. O sobrenadante foi novamente desprezado e
adicionaram-se 10mL de PBS. O tecido foi dissociado com uma pipeta de vidro de 5mL e com
pontas estéreis com orificios de tamanho 20G, 23G e 25G, sequencialmente. De seguida,
centrifugou-se a 405xg, durante 3 minutos e desprezou-se o sobrenadante. O sedimento
contendo as células foi ressuspendido em MNB suplementado (MNB contendo suplemento B27
a 2%, glutamato 25uM, glutamina 0,5mM e gentamicina 120ug/mL) e fez-se uma diluicao 1:1
da suspensao celular com azul de tripano, para efetuar a contagem das células viaveis.
Cultivaram-se as células em placas de 12 pocos, com e sem lamelas, previamente revestidas
com poli-p-Lisina (0,1mg/ml), a uma densidade de 0,229x10%/cm?, e colocaram-se numa

incubadora a 37°C, numa atmosfera humidificada contendo 95% de ar e 5% de CO,.

As experiéncias nestas culturas foram realizadas cinco a seis dias apds a sua preparacao,
sendo o meio substituido por MNB-A sem soro aproximadamente 12 horas antes do inicio das

experiéncias.
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3.2.4. Culturas embrionarias mistas de astrocitos e neuroénios do

mesencéfalo ventral

As culturas embrionarias mistas foram realizadas de modo idéntico as culturas embrionarias
de neuroénios com excecao do meio onde as células foram cultivadas, que consistiu em MNB
suplementado onde se acrescentou 10% de FBS inativado pelo calor. Dois a trés dias apos o

isolamento, inibiu-se o crescimento dos astrocitos com FDU.

3.2.5. Culturas mistas de astrocitos e neurénios do estriado

As culturas mistas de astrocitos e de neurdnios do estriado foram efetuadas de modo
semelhante as culturas mistas do mesencéfalo ventral, obtidas a partir de ratos recém-
nascidos, com excecao da zona de interesse a dissecar. Nestas culturas, mudou-se o meio
M10C-G das culturas de astrocitos para MNB-A com soro um dia antes do isolamento de
neurodnios. O meio de cultura foi substituido por MNB-A sem soro aproximadamente 12 horas

antes do inicio das experiéncias.

3.3. Preparacao e aplicacao dos meios condicionados

As culturas de astrdcitos do mesencéfalo ventral foram expostas a 200uM de L-DOPA ou 50uM
de H,0,, durante diferentes tempos de incubacao (0.5, 1, 3, 6 e 12 horas). Os meios
condicionados (MC) foram recolhidos e aplicados nas culturas mistas de estriado durante 24
horas.

As culturas mistas de astrocitos e neuronios do mesencéfalo ventral foram expostas aos
mesmos estimulos, durante 1 hora, e os MC foram aplicados nas culturas mistas de estriado

em tempos distintos (0.5, 1, 3, 6 e 12 horas).

As culturas embrionarias mistas e de neurdnios foram expostas a diferentes concentracoes de
L-DOPA (200uM, 400uM, 600uM e 800uM) e de H,0, (50uM, 100uM, 200uM e 400uM), durante 1

hora. Os MC foram recolhidos e aplicados em culturas mistas de estriado durante 24 horas.

A solucdo primaria de L-DOPA foi preparada em HCl 200mM. As diluicoes intermédias de L-

DOPA e H,0, foram preparadas em MEM, antes da sua adicéo as culturas celulares.
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3.4. Preparacao dos extratos celulares e quantificacdo da

proteina total

No final das experiéncias, aspirou-se o meio experimental e adicionaram-se 17uL/cm’ de
meio de lise completo (DTT 1mM, fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1mM, leupeptina
25ug/mL, Tris 25mM, acido etilenoaminotetracético (EDTA) 2,5mM, acido
etilenoglicoltetracético (EGTA) 2,5mM e Triton-X-100 a 0,2%) a cada poco. Raspou-se o fundo
de cada poco e recolheu-se todo o extrato celular para tubos de microcentrifuga. As amostras
foram sonicadas durante 5 minutos a frio e centrifugadas a 15800xg durante 10 minutos a 4°C,
sendo o sobrenadante recolhido. A quantidade de proteina total presente na amostra foi
determinada através do método de Bradford (Biorad Protein Assay), utilizando a albumina
sérica de bovino como padréo. A leitura da absorvancia foi realizada ao comprimento de onda
de 595nm. Com os niveis de proteina total determinados por amostra calculou-se o volume de
extrato celular a utilizar na eletroforese, de modo a aplicar 20 a 40ug de proteina total,

dependendo da proteina a analisar (TH ou GDNF), em cada poco do gel.

3.5. Western blot

Os extratos celulares (preparados como descrito na seccao 3.4) foram desnaturados por
adicao de solucao desnaturante (Tris 100mM, glicina 100mM, dodecil sulfato de sddio (SDS)
4%, ureia 8M e azul de bromofenol 0,01%) e aquecimento a 100°C durante 5 minutos.
Aplicaram-se os volumes de extrato celular anteriormente determinados num gel de
acrilamida com 1,5mm de espessura. O gel de resolucao foi preparado com acrilamida 12%
(em Tris-HCL 1,5M (pH 8,8), SDS 10%, persulfato de amonio (PSA) 0,05%
etetrametiletilenodiamina (TEMED) 0,05%). O gel de concentracao continha acrilamida 4% (em
Tris-HCL 0,5M (pH 6,8), SDS 10%, PSA 0,05% e TEMED 0,1%). A eletroforese das amostras e do
padrao de pesos moleculares foi realizada a 160V, a temperatura ambiente, durante
aproximadamente 1 hora, em tampao de eletroforese (Tris 25mM, glicina 192mM e SDS 0,1%).
Apos a eletroforese colocou-se o gel em tampao de eletrotransferéncia (acido 3-
ciclohexilamino-1-propanosulfonico (CAPS) 10 mM, metanol 10%, pH 11) durante 5 minutos, e
ativaram-se as membranas de fluoreto de polivinilideno durante 5 segundos em metanol,
seguido de 5 minutos em agua e 15 minutos em tampao de eletrotransferéncia. Efetuou-se a
eletrotransferéncia das amostras em tampao de eletrotransferéncia a 750mA, durante

aproximadamente 1 hora e 30 minutos, a 4 °C e com agitacao constante.

Terminada a eletrotransferéncia retiraram-se as membranas e procedeu-se ao bloqueio das
ligacbes ndo especificas com tampao salino de Tris e Tween (TBS-T) (Tris 20mM, NaCl 137mM
e Tween 0,1%, pH 7,6) contendo leite magro 5%, durante 1 hora, a temperatura ambiente e

com agitacao constante. Apos o bloqueio, as membranas foram incubadas com os anticorpos
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primarios anti-GDNF de coelho (1:1000), anti-TH de ratinho (1:5000) e anti-tubulina de
ratinho (1:5000) diluidos em TBS-T e azida sddica 0,02%. A incubacao foi feita durante a noite
a 4 °C (exceto a incubacdo com anti-tubulina, que foi feita durante 1 hora a temperatura
ambiente), sob agitacao constante. Depois da incubacao lavaram-se as membranas 3 vezes
com TBS-T, durante 15 minutos cada, sob agitacao constante. Posteriormente incubaram-se
as membranas com os anticorpos secundarios conjugados a fosfatase alcalina diluidos em TBS-
T e azida sodica 0,02%: anti-coelho (1:20000) ou anti-ratinho (1:10000). A incubacdo com
estes anticorpos decorreu durante 1 hora, a temperatura ambiente, e no final fizeram-se 3
lavagens de 15 minutos cada com TBS-T e sob agitacao constante. De seguida, as membranas
foram incubadas com o substrato da fosfatase alcalina ECF durante 5 minutos. As bandas
foram detetadas através do aparelho Molecular Imager FX system (Biorad) e quantificadas por

analise densitométrica usando o software Quantity One (Biorad).
3.6. Extracao de RNA

Apds incubacao das culturas mistas de estriado com os MC das culturas mistas do mesencéfalo
ventral, as células foram lisadas e ressuspendidas com o reagente Trizol (TRI) (0,1mL/cm?),
de acordo com o protocolo do fabricante, para a extracao de acido ribonucleico (RNA) total.
De seguida, as amostras foram colocadas 5 minutos a temperatura ambiente. Foram
adicionados 200uL de cloroférmio por cada mL de TRI utilizado para a extracdo do RNA,
agitaram-se vigorosamente os tubos e incubaram-se durante 10 minutos, a temperatura
ambiente. Apds a incubacao procedeu-se a uma centrifugacao a 15930xg (Mikro 200R, Hettich
Zentrifugen), durante 15 minutos a 4°C, tendo-se obtido trés fases distintas: uma fase
organica vermelha inferior onde se encontram as proteinas, a interfase que contém o acido
desoxirribonucleico (DNA) e uma fase aquosa incolor superior onde esta o RNA. Esta uUltima
fase foi recolhida com cuidado para um novo tubo, onde se adicionou isopropanol, numa
proporcao de 500uL por cada mL de TRI utilizado, de modo a precipitar o RNA.
Homogeneizaram-se as amostras invertendo os tubos e incubaram-se durante 10 minutos, a
temperatura ambiente. Centrifugaram-se as amostras a 15930xg, durante 15 minutos a 4°C,
removeu-se o sobrenadante e lavou-se o sedimento de RNA através da adicao de etanol 75% a
-20°C (1mL por cada mL de TRI usado). De seguida homogeneizaram-se as amostras e
procedeu-se a uma Ultima centrifugacao a 9570xg, durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi excluido e o sedimento foi seco ao ar durante aproximadamente 10 minutos.
Ressuspendeu-se o sedimento contendo o RNA em 15uL de agua tratada com 0.01 % dietil
pirocarbonato (DEPC) (agua livre de RNases). Os niveis de RNA total foram quantificados
através do uso do espectofotometro UV/Vis NanoPhotometer (Implen), onde foi lida a
densidade oOtica (OD) a 260 e 280nm. A concentracdo de RNA total calculou-se com base na
0OD260 e no coeficiente de extincao para o RNA (40pg/mL), tendo em conta o fator de
diluicdo utilizado. A qualidade do RNA foi analisada através da razdao OD260/0D280 e

consideraram-se adequados valores entre 1,7 e 2. Foi também efetuada uma eletroforese em
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gel de agarose 1% em tampao Tris-acetato-EDTA (TAE) com brometo de etidio 0,1%, a 100V,
durante aproximadamente 10 minutos, para verificar a integridade do RNA, e visualizaram-se
as bandas obtidas sob luz ultravioleta.

3.7. Sintese de cDNA

Para a sintese de DNA complementar (cDNA) a partir de RNA total foram preparadas duas
misturas (mix1 e mix2). A mix1 consistiu no volume de RNA total correspondente a 1ug, para
cada amostra, Random Primers (0,3pg/pL), d’NTPs (10mM) e agua DEPC; a mix2 preparou-se
com tampao First-Strand 5x, DTT (0,1M), M-MLV RT (200U/pL) e agua DEPC. A mix1 foi
incubada no termociclador (My CyclerTM, thermal cycler, Biorad) durante 5 minutos a 65°C.
De seguida os tubos foram retirados do termociclador e adicionaram-se 8uL da mix2 a cada
um deles, sendo novamente incubados no termociclador durante 10 minutos a 25°C, 1 hora a
37°C e 15 minutos a 75°C.

3.8. PCR em tempo real

As sequéncias de bases dos primers para o GDNF e para a desidrogenase do gliceraldeido 3-
fosfato (GAPDH) encontram-se na Tabela 1. Foi preparada uma mistura em que se adicionou
1pL de cDNA a 10pL da sonda Maxima SYBR Green gPCR Master Mix (2x), sendo a concentracao
final de cada primer 0,3uM, num volume final de 20pL. O PCR em tempo real foi efetuado
através do uso do termociclador (IQ5 Multicolor Real Time PCR Detection System, iCycler,
Biorad) e as caracteristicas do protocolo dos ciclos estdo indicadas na Tabela 2. A curva de
melting foi realizada com aquecimento lento, com continua medicdo da fluorescéncia,
permitindo a detecao de eventuais produtos nao especificos. Todas as reacdes foram
realizadas em duplicado. Os niveis de expressao relativos de RNA mensageiro (mRNA) do GDNF
foram normalizados utilizando-se a GAPDH como controlo interno. Como controlo negativo da
reacao foi usada uma mistura com os primers adequados, mas sem adicao de cDNA. Os
produtos amplificados do PCR em tempo real foram submetidos a uma eletroforese em gel de
agarose 1% em tampao TAE com brometo de etidio 0,1%, a 100V, durante aproximadamente

20 minutos, sendo depois visualizados sob luz ultravioleta.
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Tabela 1. Caracteristicas dos primers especificos para o GDNF e GAPDH,

usados para as reacoes de PCR em tempo real.

Forward

GDNF 5’ GAC TTG GGT TTG GGC TAC GAA 3’
Reverse

5" ATT GTC TCG GCC GCT TCAC 3’

Forward

5’ AGA CAG CCG CAT CTT CTT GT 3’
Reverse

5’ TGA TGG CAA CAA TGT CCACT 3’

GAPDH

Tabela 2. Caracteristicas do protocolo dos ciclos de PCR em tempo real.

Desnaturacao inicial 95 10 min 1
Desnaturacao 95 15s
40
Hibridagao / Extensao 60 1 min
Curva de Melting 55 - 95 (0,5°C/ciclo) 10s 81

3.9. Imunocitoquimica

As células foram fixadas em paraformaldeido 4% (dissolvido em PBS) durante 5 minutos e
permeabilizadas com Triton X-100 1% em PBS durante 5 minutos a temperatura ambiente. De
seguida, efetuou-se o bloqueio das ligacGes inespecificas através da incubacao com FBS 20%
em PBS contendo Tween 0,1% (PBS-T) durante 1 hora a temperatura ambiente. Depois
lavaram-se as células com PBS-T e incubaram-se durante 1 hora, a temperatura ambiente,
com os seguintes anticorpos primarios: anti-TH de ratinho (1:1000), anti-MAP2 de coelho
(1:200) e anti-GFAP de galinha (1:800), previamente diluidos em PBS-T contendo FBS 1%. Para
remover o excesso de anticorpo primario, fizeram-se 6 lavagens sequenciais com PBS-T e no
final incubaram-se as células, durante 1 hora a temperatura ambiente, com os seguintes
anticorpos secundarios: cabra anti-ratinho (1:1000), cabra anti-coelho (1:1000) e cabra anti-
galinha (1:100), conjugados com os fluordforos Alexa Fluor® 488 ou Alexa Fluor® 594,
previamente diluidos em PBS-T contendo FBS 1%. Apos 6 lavagens sequenciais com PBS-T,
incubaram-se as células com Hoescht (dissolvido em PBS-T com FBS 1%) a uma concentracao
final de 2pM, durante 10 minutos. Depois desta incubacao realizaram-se 2 lavagens com PBS-

T. As lamelas com as células foram entdo montadas em laminas com meio de montagem e as
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preparacdes foram posteriormente observadas no microscopio de fluorescéncia Zeiss

(Axiobserver Z1, Zeiss).

3.10. Analise de dados e estatistica

Os dados foram apresentados como percentagem relativamente aos valores obtidos em
condicoes controlo e representam a média + o erro padrdao da média (S.E.M) de pelo menos
trés experiéncias independentes, realizadas em triplicado (salvo algumas excec¢des indicadas
na legenda das figuras). A analise dos dados foi realizada utilizando-se o GraphPad Prism
versao 3.0 e 5.0 para Windows, GraphPad Software, San Diego California, USA. A analise
estatistica foi efetuada usando o teste one-way ANOVA seguida do teste Bonferroni’s Multiple

Comparison. Os valores de P <0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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Capitulo 4
Resultados

4.1. Efeito dos fatores soluveis libertados por culturas mistas do
mesencéfalo ventral, expostas a L-DOPA ou H;0,, nos niveis de

mMRNA do GDNF em culturas mistas de estriado

Estudos anteriores do nosso grupo, ainda nao publicados, mostraram que os MC de culturas
mistas do mesencéfalo ventral expostas a 50uM de H,0, e 200uM de L-DOPA durante 1h

induzem aumentos na expressao de GDNF em culturas mistas de estriado.

Assim, com o objetivo de completar esse estudo, determinou-se o efeito dos mediadores
sollveis libertados pelas células do mesencéfalo ventral, expostas a L-DOPA e H,0,, nos niveis
de mRNA do GDNF nas células estriatais. As culturas mistas do mesencéfalo ventral foram
expostas a 200uM de L-DOPA e 50uM de H,0,, durante 1 hora, e os meios condicionados foram
aplicados nas culturas mistas de estriado durante diferentes periodos de tempo (0.5, 1, 3, 6 e
12 horas) (Figura 3). Apos estes tempos, procedeu-se a extracao do RNA total e posterior

analise do mRNA do GDNF por PCR em tempo real.

2.59
—— H202 50 HM
5 0- —— L-DOPA 200 uM

1.54

1.0

0.54

Niveis relativos de mRNA do GDNF

0.0~

0 3 6 9 12
Tempo de incubagéo (h)

Figura 3. Efeito dos meios condicionados de culturas mistas do mesencéfalo ventral, expostas a
200puM de L-DOPA ou 50puM de H,0,, nos niveis de mRNA do GDNF em culturas mistas de estriado. Os
niveis de mRNA do GDNF foram normalizados em relacao aos niveis de mRNA do GAPDH usando o método
AAC,. Os valores apresentados representam a média de 3 a 4 experiéncias independentes, realizadas em

triplicado.
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Na Figura 3 pode verificar-se que os MC por culturas mistas do mesencéfalo ventral, expostas
a L-DOPA e H,0,, induziram um aumento dos niveis do mRNA do GDNF em células estriatais,
para os tempos de incubacao de 1 e 3 horas, sendo este aumento mais acentuado no tempo
de 3h (1.62 + 0.42 para a L-DOPA e 1.37 + 0.32 para o H;0;). Os aumentos foram mais
acentuados quando as culturas foram expostas a L-DOPA, nao havendo no entanto diferencas

estatisticamente significativas para nenhum dos estimulos utilizados.

4.2. Efeito dos meios condicionados por astrocitos do
mesencéfalo ventral, expostos a L-DOPA ou H,0,, na expressao

de GDNF em células estriatais

Estudos prévios desenvolvidos pelo nosso grupo, ainda nao publicados, demonstraram que
mediadores sollUveis libertados por culturas de astrécitos do mesencéfalo ventral, expostas a
200uM de L-DOPA ou 50uM de H,0, durante 1 hora, nao induziram aumentos na expressao de
GDNF em células estriatais. No presente trabalho, avalidmos se diferentes tempos de
condicionamento com L-DOPA ou H,0,, nos astrocitos de mesencéfalo ventral, poderiam ou

nao afetar a expressdao de GDNF nas células estriatais.

Para avaliar o efeito dos meios condicionados na expressao de GDNF em culturas mistas de
estriado, foram testados diferentes tempos de exposicao (0.5, 1, 3, 6 e 12 horas) das culturas
de astracitos do mesencéfalo ventral a 200uM de L-DOPA e 50uM de H,0, (Figura 4). Os meios
condicionados das culturas de astrocitos do mesencéfalo ventral foram transferidos para as
culturas mistas de estriado durante 24 horas e os extratos celulares foram preparados para

analise dos niveis proteicos de GDNF por Western blot.

24



Controlo 0.5h 1h 3h 6h 12h Controlo 0.5h  1h 3h 6h 12h

o W - - o .- -
. ----- Tubulina \i\ -[i -

1504

O-

1501

1004

(% controlo)
(% controlo)

ul
o
1

50

Expressdo de GDNF
relativamente a Tubulina

Expressao de GDNF
relativamente a Tubulina

[,

O 0{0 ~ % © N2
& ¢
Iox "

Tempo de incubag&o (h) Tempo de incubacéo (h)

Figura 4. Efeito dos MC por culturas de astrocitos do mesencéfalo ventral, previamente expostas a
200puM de L-DOPA (A) e 50uM de H,0, (B) durante os periodos de tempo indicados, na expressao de
GDNF em culturas mistas de estriado. A expressao de GDNF nos extratos celulares foi determinada por
Western blot. Os dados apresentados encontram-se expressos em percentagem de controlo, em relacao
a tubulina, representando a média de 3 a 6 experiéncias independentes, realizadas em triplicado
(exceto para as condicoes 1, 3 e 6h de incubacdao com H,0,, para as quais esta representada a média de
2 experiéncias independentes realizadas em triplicado). Sao apresentadas imagens representativas do
Western blot para GDNF (peso molecular 45 kDa) e tubulina (55 kDa).

Os MC por astrocitos do mesencéfalo ventral, expostos tanto a L-DOPA como a H,0,, nao
induziram aumentos significativos na expressdao de GDNF nas células estriatais, relativamente
a situacao controlo, em nenhum dos tempos de incubacdo testados. No entanto, parece
existir um aumento nos niveis de GDNF estriatais quando as células foram expostas a MC por
astrocitos expostos a L-DOPA durante 1 hora (15.03 + 5.62%, em relacao ao controlo), mas

sem significado estatistico.
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4.3. Efeito dos meios condicionados de culturas embrionarias
mistas e de neurénios do mesencéfalo ventral expostas a L-
DOPA ou H,0,, na expressdao de GDNF em culturas mistas de

estriado

Uma vez que, inesperadamente, os MC das culturas mistas do mesencéfalo ventral obtidas a
partir de ratos recém-nascidos ndo induziram aumentos significativos nos niveis de mRNA do
GDNF nas culturas de estriado, fomos avaliar se esta auséncia de efeito se poderia dever a um
nimero reduzido de neurdnios DA nas culturas mistas do mesencéfalo ventral. Assim,
realizou-se uma imunocitoquimica para observar as células que expressavam o marcador
dopaminérgico TH. Verificou-se de facto que na cultura mista do mesencéfalo ventral existia

um numero muito reduzido de neurénios DA.

Optou-se, entao, por utilizar culturas preparadas a partir do mesencéfalo de embrides de rato
para recolher os MC, pois estas culturas contém maior nimero de neuronios DA, que quando
lesados poderiam contribuir para os aumentos de GDNF nas células estriatais. Para verificar se
as culturas embrionarias contém um maior nimero de neurdnios DA do que as culturas obtidas
a partir de ratos recém-nascidos, e se as culturas mistas que foram cultivadas em MNB
suplementado contendo 10% de FBS inativado pelo calor contém astrdcitos, realizou-se uma
imunocitoquimica com marcacdo para os nucleos (Hoescht, azul), neurénios (MAP2,

vermelho), neuronios DA (TH, verde) e astrocitos (GFAP, verde) (Figura 5).
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Figura 5. Imagem de fluorescéncia representativa das culturas embrionarias de neurdnios do
mesencéfalo ventral (A) e das culturas embrionarias mistas do mesencéfalo ventral (B). A
imunocitoquimica foi realizada com marcacdo para os nuUcleos (Hoescht, azul), neurdnios (MAP2,
vermelho), neuronios dopaminérgicos (TH, verde) e astrocitos (GFAP, verde). Esta representada também
a sobreposicao das imagens (merge). As imagens foram obtidas através de um microscopio de

fluorescéncia Zeiss (Axiobserver Z1, Zeiss), com ampliacdo de 63x.

Foi possivel observar com a realizacdo desta imunocitoquimica que as culturas embrionarias
contém um maior nimero de neuronios DA do que as culturas obtidas a partir de ratos recém-
nascidos (Figura 5A). Verificou-se também que as culturas embrionarias mistas contém
neuronios e astrocitos (Figura 5B). A percentagem média de células dopaminérgicas numa

cultura embrionaria de neuronios foi de aproximadamente 0,7% e numa cultura mista de 0,8%.

Assim, para avaliar se os MC de culturas embrionarias do mesencéfalo ventral expostas a L-
DOPA e H,0, podem regular os niveis de GDNF em culturas de estriado, avaliou-se a expressao
desta proteina através de Western blot. As culturas embrionarias mistas e de neurdnios do
mesencéfalo ventral foram expostas a 200uM de L-DOPA e 50uM de H,0, durante 1 hora e os

MC foram transferidos para as culturas mistas de estriado durante 24 horas (Figura 6).
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Figura 6. Expressdo de GDNF em culturas mistas de estriado incubadas com MC de culturas
embrionarias mistas (A) e de neurédnios (B) do mesencéfalo ventral expostas a 200uM de L-DOPA
(L200) e 50uM de H,0, (H50), durante 1 hora. Os dados apresentados sao expressos em percentagem
de controlo, em relacdo a tubulina, e representam a média de 3 a 4 experiéncias independentes,
realizadas em triplicado, exceto para a condicdo H50 do grafico B, para a qual apenas foram realizadas
2 experiéncias independentes, em triplicado. Sao apresentadas imagens representativas do Western blot
para GDNF (45 kDa) e tubulina (55 kDa).

Ndo se observaram aumentos significativos dos niveis de GDNF nas culturas de estriado
quando expostas a MC de culturas embrionarias mistas ou de neurdénios do mesencéfalo

ventral, para nenhum dos estimulos utilizados, em relacao ao controlo.

Com estes resultados concluiu-se que a inesperada auséncia de efeito dos MC na expressao de
GDNF nas células estriatais ndo se deveu ao numero de neuronios DA nas culturas do
mesencéfalo ventral. Consequentemente, surgiu a hipotese de que as concentracoes de L-
DOPA e H,0, utilizadas nao fossem suficientes para induzir morte dos neuronios DA, e dai nao
se observarem alteracoes na expressao de GDNF no estriado. Esta hipotese foi avaliada de

seguida e os resultados sao apresentados na seccao seguinte.
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4.4. Avaliacdo da lesao neuronal em culturas embrionarias
mistas e de neurénios do mesencéfalo ventral expostas a L-
DOPA ou HzOz

Avaliou-se a extensao da lesao dos neurénios DA e dos neuronios totais, apds exposicdo a L-
DOPA e H,0,, através da avaliacao da expressao da TH, por Western blot, bem como pela
determinacdo do nimero de células que expressam TH e o marcador neuronal MAP2,

recorrendo ao método de imunocitoquimica.

4.4.1- Determinacao da expressao de TH

Para avaliar a extensdo da lesdao dopaminérgica nas culturas embrionarias mistas e de
neuronios do mesencéfalo ventral, quando expostas a 200uM de L-DOPA e 50uM de H,0,,

durante 1 hora, mediram-se os niveis da expressdo de TH, por Western Blot (Figura 7).
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Figura 7. Expressao de TH em culturas embriondarias mistas (A) e de neurénios (B) do mesencéfalo
ventral incubadas com 200uM de L-DOPA (L200) e 50uM de H,0, (H50) durante 1 hora. Os dados
apresentados sao expressos em percentagem de controlo, em relacao a tubulina, e representam a média
de 2 a 3 experiéncias independentes, realizadas em triplicado. Sao apresentadas imagens

representativas do Western blot para TH (59 kDa) e tubulina (55 kDa).

Nao foram observadas alteracoes significativas na expressao de TH, nem nas culturas
embrionarias mistas nem de neuroénios, em comparacao com o controlo. Verificou-se uma
pequena diminuicao na expressao de TH, quando as duas culturas foram expostas a L-DOPA
(18,26 + 8.97% nas mistas e 19,27 + 8.47% nos neuronios, relativamente ao controlo), sem

existir no entanto um efeito estatisticamente significativo.
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4.4.2. Quantificacdo das células TH positivas

A lesdao dopaminérgica foi também avaliada através da contagem do ndmero de células que
expressam TH, ou seja, células TH positivas (TH') (Figura 8). Para tal realizou-se uma

imunocitoquimica nas culturas embrionarias mistas e de neuronios do mesencéfalo ventral

expostas a 200uM de L-DOPA e 50uM de H,0,, durante 1 hora.
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Figura 8. Avaliacdo da extensdo da lesdo dopaminérgica em culturas embrionarias mistas (A) e de
neurdnios (B) do mesencéfalo ventral incubadas com 200uM de L-DOPA (L200) e 50uM de H,0,
(H50), durante 1 hora. Os dados apresentados sao expressos em percentagem de controlo,
relativamente ao nimero total de células, e representam a média de 3 a 4 experiéncias independentes,
realizadas em duplicado. Foram efetuadas contagens de 54 campos por lamela. *P <0.05 e **P <0.01

quando comparado com o controlo.

Através da analise da Figura 8, pode observar-se que em ambas as culturas embrionarias
mistas e de neurdnios existiu uma diminuicdo significativa no nimero de células TH",
relativamente ao controlo. Nas culturas embrionarias mistas ocorreu uma diminuicdo de 26,63
+ 5.85% para o H,0, e 20,27+ 6.34% para a L-DOPA, enquanto nas culturas embrionarias de
neuronios verificou-se uma diminuicao de 27,88 + 5.22% para o H,0; e 23,02 + 4.61% para a L-
DOPA. Estes resultados indicam que a exposicdo das culturas embrionarias mistas e de
neuronios a 200uM de L-DOPA e 50uM de H,0,, durante 1 hora, induz uma diminuicdo da

viabilidade dos neurénios DA, ou seja, lesao dopaminérgica.

4.4.3. Quantificacdo dos neurodnios totais
Averiguou-se também se a lesao observada nas culturas embrionarias mistas e de neurénios do
mesencéfalo ventral expostas a 200uM de L-DOPA e 50uM de H,0,, acontecia especificamente

nos neuronios DA ou se exposicao a estes agentes afetava também a viabilidade dos outros

tipos de neurénios presentes nas culturas. Para tal, realizou-se uma imunocitoquimica e
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procedeu-se a contagem do nimero de células marcadas para o marcador neuronal MAP2

(Figura 9).
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Figura 9. Avaliacdo da lesdo dos neurénios em culturas embrionarias mistas (A) e de neuroénios (B)
do mesencéfalo ventral expostas a 200uM de L-DOPA (L200) e 50uM de H,0, (H50), durante 1 hora.
Os dados apresentados sao expressos em percentagem de controlo, relativamente ao nimero total de
células, e representam a média de 3 experiéncias independentes, realizadas em duplicado. Foram

efetuadas contagens de 54 campos por lamela.

Os resultados apresentados na Figura 9 demonstram que nao existiu uma diminuicao
significativa no nimero de células marcadas para MAP2, relativamente ao controlo, em

nenhuma das culturas embrionarias expostas a 200uM de L-DOPA e 50uM de H,0,.

4.5. Inducdao de lesao dopaminérgica com diferentes
concentracées de L-DOPA e H,0,: que efeito tem ao nivel da

expressao de GDNF estriatal?

Os resultados apresentados até agora mostraram que as concentracoes de 200uM de L-DOPA e
50uM de H,0, sado suficientes para induzir lesdo apenas nos neurdénios DA nas culturas
embrionarias. No entanto, esta lesdo nao parece ser suficiente para induzir aumentos de
GDNF nas células estriatais, pelo que o passo seguinte foi utilizar concentracoes superiores de
L-DOPA e H,0,, e avaliar o efeito dos MC das culturas embrionarias mistas do mesencéfalo

ventral nos niveis de GDNF estriatal.
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4.5.1. Determinacao da expressao de GDNF

Assim, estudaram-se os efeitos da exposicao de diferentes concentracdes de L-DOPA (400 puM,
600 uM e 800 pM) e de H,0, (100 pM, 200 uM, 400 pM) nas culturas embrionarias mistas do
mesencéfalo ventral, de forma a avaliar se os MC destas culturas, expostas a concentracoes
mais elevadas de L-DOPA e H,0,, podem aumentar a expressao de GDNF no estriado. Os MC
por culturas embrionadrias mistas do mesencéfalo ventral expostas a estas concentragdes,
durante 1 hora, foram transferidos para as culturas mistas de estriado durante 24 horas, e os
extratos celulares foram preparados para analise da expressao de GDNF por Western blot
(Figura 10).

Optou-se por realizar estas experiéncias apenas nas culturas embrionarias mistas pois nos
estudos anteriores do nosso grupo, ainda nao publicados, verificaram-se aumentos na
expressao de GDNF em culturas mistas de estriado quando incubadas com MC por culturas

mistas do mesencéfalo ventral obtidas a partir de ratos recém-nascidos.
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Figura 10. Expressdo de GDNF em culturas mistas de estriado incubadas com MC de culturas
embrionarias mistas do mesencéfalo ventral expostas a diferentes concentracées de L-DOPA
(400uM, 600uM e 800uM; L400, L600 e L80O, respetivamente) (A) ou de H,0, (100uM, 200uM,
400uM; H100, H200 e H400, respetivamente) (B), durante 1 hora. A expressao de GDNF foi avaliada
por Western blot e os dados apresentados foram expressos em percentagem de controlo, representando
a média de 4 a 5 experiéncias independentes, realizadas em triplicado. Sao apresentadas imagens
representativas do Western blot para GDNF (45 kDa) e tubulina (55 kDa). *P <0.05 e **P <0.01 quando

comparado com o controlo.
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Verificou-se que a exposicdo das culturas embrionarias mistas do mesencéfalo ventral a
600uM de L-DOPA e 400uM de H,0,, durante 1h, aumentou significativamente a expressao de
GDNF nas culturas mistas de estriado comparativamente com o controlo (14.55 + 3.24% para a
L-DOPA e 14.50 + 5.42% para o H,0,, relativamente ao controlo). Isto significa que os
mediadores sollveis presentes nos MC de culturas mistas do mesencéfalo ventral, expostas a

estas concentragoes de L-DOPA ou H,0,, induzem aumentos de GDNF nas células estriatais.

4.5.2. Quantificacdo do numero de células TH positivas

Analisou-se de seguida se os aumentos da expressao de GDNF em células estriatais podem ser
devidos a lesao dopaminérgica, induzida por estes agentes oxidantes, nas culturas mistas do
mesencéfalo ventral. Assim, para avaliar a extensdao da lesao dopaminérgica nas culturas
embrionarias mistas do mesencéfalo ventral expostas a 600uM de L-DOPA e 400uM de H,0,,
durante 1 hora, realizou-se uma imunocitoquimica e procedeu-se a contagem do nimero de

células TH* (Figura 11).
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Figura 11. Avaliacdo da extensdo da lesdo dopaminérgica em culturas embrionarias mistas do
mesencéfalo ventral expostas a 600uM de L-DOPA e 400uM de H,0,, durante 1 hora. Os dados
apresentados sao expressos em percentagem de controlo, relativamente ao nimero total de células, e
representam a média de 3 experiéncias independentes, realizadas em duplicado ou triplicado. Foram

efetuadas contagens de 20 campos por lamela. ***P <0.001 quando comparado com o controlo

Os resultados apresentados na Figura 11, demonstram que ocorreu uma diminuicao
significativa do numero de células TH*, relativamente ao controlo, quando as culturas
embrionarias mistas do mesencéfalo ventral foram expostas a 600uM de L-DOPA (30,88 +
2.25%) e 400uM de H,0, (32,85 + 3.76%), o que indica que existe lesao dopaminérgica nestas

condicdes.
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Capitulo 5

Discussao dos resultados

Com este trabalho pretendeu-se averiguar o efeito dos meios condicionados por células do
mesencéfalo ventral, previamente expostas a L-DOPA ou H,0,, na expressao de GDNF pelas
células do estriado, ou seja, analisar se os fatores sollveis libertados pelas células do
mesencéfalo ventral em resposta a lesao dopaminérgica induzem alteracoes na expressao de

GDNF nas células estriatais.

O GDNF foi identificado em 1993 com base na sua capacidade para manter o desenvolvimento
de neuroénios DA embrionarios em cultura (Lin et al., 1993). Aumentos de GDNF nas células
estriatais desencadeados por uma lesdao dopaminérgica podem ser relevantes na
neuroproteccao dos terminais DA no estriado, pois foi demonstrado que pode proteger e
reparar neuréonios DA numa variedade de modelos de lesdao em diferentes espécies (Xing et
al., 2010; Yang et al., 2009). Como descrito por Wu et al., (2008), a identificacao de
compostos que possam induzir a secrecao endogena de fatores neurotrdficos ou aumentar a

sua sinalizacdo podera ter grande importancia como opcao terapéutica alternativa para a DP.

Em estudos anteriores mostrou-se que, na presenca de H,0, e a L-DOPA, os neuroénios DA do
mesencéfalo ventral libertam fatores sollveis, nomeadamente IL-1B, que induzem a
expressao de GDNF em astrocitos da mesma regido encefalica (Saavedra et al., 2006;
Saavedra et al., 2007). Para além disto, observou-se que o bloqueio da acdo do GDNF nos
meios condicionados de culturas do mesencéfalo ventral tratadas com H,0, teve como
consequéncia uma diminuicdo da viabilidade dopaminérgica. No seu conjunto, estes
resultados sugeriram que a expressdao de GDNF nos astrocitos do mesencéfalo ventral aumenta
em resposta a lesdo dopaminérgica, tratando-se provavelmente de uma estratégia
neuroprotetora. Assim, o stress oxidativo induz a sobre-expressao de GDNF e este aumento

pode proteger as células de danos oxidativos (Saavedra et al., 2006).

Estudos anteriores do nosso grupo, ainda nao publicados, mostraram que os MC de culturas
mistas do mesencéfalo ventral, expostas a 200uM de L-DOPA e 50uM de H,0, durante 1h,
aumentam a expressao de GDNF em culturas mistas de estriado. Assim, no presente trabalho
avaliou-se se também existem aumentos no mRNA do GDNF, concordantes com os aumentos
observados anteriormente na expressao da proteina pelo nosso grupo. Para determinar os
niveis do mRNA do GDNF em culturas mistas de estriado, aplicaram-se no estriado os meios
condicionados de culturas mistas do mesencéfalo ventral expostas a 200uM de L-DOPA e 50uM

de H,0, durante diferentes periodos de tempos.
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Para permitir a comparacao com os estudos anteriores, foram utilizadas culturas de células
pos-natais. Em ratos recém-nascidos a SN e a VTA estdao mais desenvolvidas, permitindo uma
disseccao mais precisa destas duas zonas. Isto é particularmente importante devido a
sensibilidade diferencial de neurdnios DA da SN e da VTA a insultos toxicos (Ding et al., 2004;
Saavedra et al., 2006). Nestas culturas ndo existe a contribuicdao dos neurdnios da VTA, que
nao projetam para o estriado, o que é importante visto que para este estudo apenas
interessam os neuronios da SN que enviam projecdes para o estriado, fazendo parte da via

nigrostriatal.

As culturas foram expostas a L-DOPA visto ser o principal tratamento sintomatico na DP, mas
esta apontada nalguns estudos como indutora de neurotoxicidade devido a auto-oxidacao
(Pardo et al., 1995). A neurodegeneracao seletiva na DP parece sugerir que os neurdnios DA
da SN sdao mais vulneraveis a ROS, sendo a oxidacdo da dopamina uma das explicacoes
possiveis. Como esta € usada como neurotransmissor nestes neurénios, e € gerado H,0, como
um subproduto do catabolismo da dopamina pela monoamina oxidase, as culturas foram
também expostas a este agente oxidante. Além disso, a oxidacao da dopamina pode resultar
na formacao de quinonas, que podem modificar diretamente as proteinas (Tsang & Chung,
2009).

Os resultados obtidos demonstraram que existiu um aumento mais acentuado dos niveis do
mMRNA do GDNF no estriado para o tempo de incubacao de 3 horas com MC provenientes das
culturas do mesencéfalo ventral expostas tanto a L-DOPA como a H,0,, havendo uma
diminuicdo dos niveis de mRNA nos tempos mais longos de 6 e 12 horas. O tempo em que
ocorreram estes aumentos de mRNA do GDNF foi muito inferior (3 horas), ao tempo de 24
horas onde anteriormente foram observados aumentos na expressao da proteina pelo nosso
grupo (estudo nao publicado), como seria de esperar. Pode assim concluir-se que os fatores
solUveis libertados por culturas do mesencéfalo ventral expostas a H,0, ou L-DOPA induziram
um aumento nos niveis de mMRNA do GDNF nas células do estriado e este aumento foi mais

elevado para o tempo de incubacao de 3 horas.

Avaliou-se de seguida se os aumentos de GDNF em culturas mistas de estriado, apos exposicao
das células do mesencéfalo ventral aos agentes oxidantes H,0, e L-DOPA, sdao devidos aos
fatores libertados quando os astrocitos e neurdnios estao presentes ou se apenas a presenca
de astrocitos é suficiente para induzir este aumento. E descrito em varios estudos que os
astrocitos tém um papel neuroprotetor que depende dos fatores sollveis que libertam para o
meio que os astrocitos e os neuronios partilham, sendo que este meio condicionado constitui
um ambiente ideal para estudar as interacdes entre astrdcitos e neuronios. Os astrocitos
podem assim libertar e fornecer aos neuronios fatores de crescimento e neurotroficos, como o
GDNF (Zhu et al., 2006; Rappold & Tieu, 2010; Allaman et al, 2011).
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Estudos ainda nao publicados, previamente desenvolvidos pelo nosso grupo, evidenciaram que
mediadores sollveis libertados por culturas de astrocitos do mesencéfalo ventral, expostas a
L-DOPA ou H,0, durante 1 hora, ndo induziram aumentos na expressao de GDNF em células
estriatais. Para analisar se ha alteracbes na expressao de GDNF com outros tempos de
exposicao a L-DOPA ou H,0,, expuseram-se culturas de astrocitos do mesencéfalo ventral a
estes estimulos, durante varios tempos de condicionamento, e recolheram-se os meios

condicionados.

Verificou-se que nao existiram aumentos na expressao de GDNF nas culturas de estriado, com
0s MC de culturas apenas de astrdcitos, para nenhum dos tempos de incubacdo. Concluiu-se
assim que o aumento dos niveis de GDNF no estriado em resposta aos meios condicionados de
culturas do mesencéfalo ventral expostas a H,0, ou L-DOPA é desencadeado por mediadores
sollveis libertados apenas na presenca dos neurdnios DA. Estes resultados sugerem que é
necessaria a presenca de neurénios e/ou a interacdo entre astrocitos e neurdnios para que os

fatores libertados possam aumentar os niveis de GDNF nas células estriatais.

Como com os MC de culturas mistas do mesencéfalo ventral obtidas a partir de ratos recém-
nascidos nao se conseguiram obter aumentos significativos nos niveis de mRNA de GDNF nas
culturas de estriado, foi-se avaliar se este efeito se poderia dever ao numero reduzido de
neuronios DA na cultura mista. Para tal realizou-se uma imunocitoquimica com marcacao para
o marcador dopaminérgico TH e observou-se um baixo nimero de células que expressavam TH
na cultura mista do mesencéfalo ventral, existindo assim um ndmero muito reduzido de

neuronios DA.

Optou-se entdo por utilizar culturas embrionarias do mesencéfalo ventral para recolher os
MC. Embora nestas culturas embrionarias seja mais dificil fazer a disseccdo da SN, devido ao
pouco desenvolvimento desta zona, as culturas contém maior nimero de neuronios DA. Este
facto foi comprovado através da realizacdo de uma imunocitoquimica, onde se observou que a
percentagem média de células dopaminérgicas numa cultura embrionaria de neuronios foi de
aproximadamente 0,7% e numa cultura mista de 0,8%. Assim, o efeito da exposicao a L-DOPA
e H,0, poderia ser maior e induzir um maior aumento de GDNF no estriado. Confirmou-se
também através de uma imunocitoquimica com marcacao para MAP2, um marcador neuronal,
e GFAP, um marcador de astrocitos, que as culturas mistas do mesencéfalo ventral cultivadas
em MNB suplementado contendo 10% de FBS inativado pelo calor contém neuronios e

astrocitos.

Prepararam-se, entao, culturas embrionarias mistas e de neurdnios do mesencéfalo ventral,
para estudar em qual delas a exposicao a 200uM de L-DOPA ou 50uM de H,0, leva a libertacao
de fatores sollveis que induzam um maior aumento de GDNF no estriado. Ao contrario do que

seria de esperar, nao se observaram diferencas significativas nos niveis de GDNF quando as
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culturas de estriado foram incubadas tanto com os MC de culturas mistas como de culturas de

neuronios expostas a estas concentragoes de L-DOPA ou H,0,.

Foi também avaliada a extensdo da lesao dopaminérgica nas culturas embrionarias mistas e
de neurdnios do mesencéfalo ventral expostas a 200uM de L-DOPA e 50uM de H,0,, durante 1
hora. A viabilidade dos neurdnios DA foi avaliada através da medicdo dos niveis da expressdo
de TH por Western blot e por contagem das células TH positivas. Nao foram observadas
diminuicoes significativas na expressao de TH por Western blot, nem nas culturas

embrionarias mistas nem de neurdnios.

No entanto, a expressao de TH medida por Western blot pode nao traduzir a lesao
dopaminérgica, podendo ndo existir uma diminuicdo na sua expressao e até se observarem
aumentos. Como demostrado por Yan et al., (2007), o aumento da expressdao da proteina
tirosina hidroxilase pode refletir uma resposta de compensacdao dos neurénios DA para
aumentarem a sua capacidade de sintese e a eficiéncia de neurotransmissao dopaminérgica
apos o traumatismo cranio-encefalico, sugerindo a existéncia de mecanismos de compensacao
nos neuronios DA remanescentes (Yan et al., 2007). Outros estudos indicaram também que
uma populacdo de neurdnios intraestriatais imunorreativos para a tirosina hidroxilase
aumentam em numero a seguir a lesdes do SNC em modelos animais e humanos, talvez como
uma reagao compensatoria a enorme diminuicao dos niveis de dopamina estriatais resultantes
da lesao da SN (Mura et al., 1995; Betarbet et al., 1997; Porritt et al., 2000; Cossette et al.,
2003).

Assim, utilizamos uma técnica alternativa para avaliacdo da lesao dopaminérgica. Realizou-se
uma imunocitoquimica e quantificou-se o nimero de células que expressam TH, ou seja,
células TH positivas. Foi observada uma diminuicao no nimero de células TH*, nos dois tipos
de culturas embrionarias mistas e de neurdnios, quando expostas a H,0, ou L-DOPA,

apontando para uma diminuicao da viabilidade dos neurénios DA.

Para averiguar se a exposicao a L-DOPA ou H,0, afetou apenas a viabilidade dos neurdnios DA
ou se existiu também lesdo nos neuronios totais, procedeu-se a contagem do nimero de
células marcadas para MAP2, um marcador neuronal. Os resultados obtidos demonstraram que
nao existiu uma diminuicdo significativa no nimero de células marcadas para MAP2 em
nenhuma das culturas embrionarias expostas a L-DOPA e H,0,, o que indica que ndo existiu

lesdo nos neuronios totais, apenas nos neuronios DA.

No estudo de Saavedra et al. (2006), também se avaliaram os efeitos da exposicao a H,0, e L-
DOPA na viabilidade das células totais, utilizando o ensaio do 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
brometo de difeniltetrazolino (MTT), e dos neurdnios DA por quantificacdo das células TH
positivas, por imunocitoquimica. Neste estudo as culturas mistas de neurdnios-glia da SN

foram expostas a concentracoes de 50-150uM de H,0, e 50-400uM de L-DOPA e a viabilidade
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celular foi analisada 24 horas depois (Saavedra et al., 2006). Observaram-se efeitos na
viabilidade celular dopaminérgica e a viabilidade das células totais ndo foi afetada, assim
como nos resultados obtidos neste trabalho. A percentagem de células TH positivas diminuiu
em culturas tratadas com 200 e 400uM de L-DOPA, mas nao existiu efeito na viabilidade das

células dopaminérgicas expostas a H,0, (Saavedra et al., 2006).

Nas fases seguintes do trabalho foram utilizadas apenas culturas embrionarias mistas para
permitir uma melhor comparacdo com os estudos anteriores do nosso grupo, ainda nao
publicados, onde se verificaram aumentos na expressao de GDNF em culturas mistas de
estriado quando incubadas com MC de culturas mistas do mesencéfalo ventral obtidas a partir
de ratos recém-nascidos. Como referido anteriormente, ndo se observaram aumentos
significativos da expressao de GDNF em células estriatais, quando incubadas com MC de
culturas embrionarias do mesencéfalo ventral, expostas a concentracoes de 200uM de L-DOPA

e SOHM de H202.

Constatou-se entao que, apesar de existir lesdo dopaminérgica nestas culturas embrionarias,
nao foi possivel induzir um efeito semelhante ao obtido com MC de culturas pds-natais
(resultados anteriores do nosso grupo), em termos de expressao de GDNF. Verificamos que a
lesao induzida nao foi suficiente para induzir aumentos de GDNF no estriado. Com base nestes
resultados, decidiu-se entdo testar varias concentracoes de L-DOPA e de H,0, para avaliar se
os fatores libertados por culturas embrionarias mistas do mesencéfalo ventral expostas a
concentracoes mais elevadas destes agentes oxidantes poderao induzir um aumento na
expressao de GDNF nas células estriatais. Para isso, recolheram-se MC de -culturas
embrionarias mistas expostas a concentracoes de 400, 600 e 800uM de L-DOPA e 100, 200 e
400uM de H,0,. Observou-se que nas concentracoes de 600uM de L-DOPA e 400uM de H,0,
ocorreu uma diminuicao significativa no nimero de células TH', e que essas mesmas
concentracdes induziram aumentos de GDNF nas culturas de estriado. As células TH* foram
quantificadas para compreender se os aumentos da expressao de GDNF em células estriatais

poderiam ser devidos a uma diminuicao da viabilidade dopaminérgica.

Estes resultados mostram que os fatores soliveis libertados apds lesdo dopaminérgica
induzem um aumento na expressdao de GDNF nas células estriatais, alvos dos neurdnios DA,
aumento esse que podera constituir uma estratégia neuroprotetora das células estriatais em

resposta a lesdo dopaminérgica.

Diversas experiéncias em modelos animais mostraram que o GDNF diretamente injetado na
substantia nigra ou no estriado protege os neuronios DA de neurotoxinas, existindo também
evidéncias de renovacao da funcdo de neurdnios lesados pelo GDNF apods insultos toxicos
(Peterson & Nutt, 2008). O GDNF previne também a degeneracao de neuronios DA da SN apos
a injecdo de 6-OHDA e sobrevivéncia de enxertos mesencefalicos ventrais em estriado

lesionado com 6-OHDA (Rosenblad et al., 2000; Nakajima et al., 2001).Comparando com
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estudos anteriores onde a lesao da via nigroestriatal in vivo por 6-OHDA aumentou a
expressao de GDNF no estriado (Nakajima et al., 2001), os resultados obtidos com este
trabalho sao concordantes, verificando-se também um aumento de GDNF nas células
estriatais apds lesao. Os aumentos de GDNF protegem os neuronios DA contra a lesdo induzida
por toxinas e promovem a recuperacao de neurdnios danificados (Kirik et al., 2000). Varios
estudos mostram aumentos na expressao de GDNF em células de estriado apos lesdao da via
nigroestriatal, sugerindo que o GDNF enddgeno pode ser neuroprotetor (Mosley et al., 2006;
Peterson & Nutt, 2008).

Os resultados apresentados neste trabalho indicam assim que a lesdo dopaminérgica induzida
por L-DOPA e H,0, leva a libertacdo de fatores sollveis para o meio extracelular que induzem
um aumento da expressao de GDNF nas células estriatais. Estas observacdes sugerem que esse
aumento pode ser neuroprotetor sendo importante, no futuro, a utilizacdo de estratégias
terapéuticas capazes de aumentar a expressdo e a secreciao endogena de GDNF de forma a
permitir a protecdo dos neuronios DA ainda presentes na SN pars compacta e retardar, dessa
forma, a progressao da doenca de Parkinson.
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Capitulo 6

Conclusao

Os estudos realizados neste trabalho permitiram concluir que:

- os fatores soluveis libertados por culturas mistas pos-natais do mesencéfalo ventral expostas
a 50uM de H,0; ou 200uM de L-DOPA induzem um aumento nos niveis do mRNA do GDNF nas

células do estriado, para o tempo de incubacao de 3 horas;

- 0 aumento dos niveis de GDNF nas células do estriado em resposta aos MC por células do
mesencéfalo ventral expostas a H,0, ou L-DOPA é desencadeado por mediadores sollveis
libertados apenas na presenca dos neuronios DA, uma vez que nado se observaram aumentos

de GDNF apos exposicdo a MC de culturas de astrocitos do mesencéfalo ventral;

- a lesao dopaminérgica de culturas embrionarias mistas do mesencéfalo ventral com
concentracdes de 400uM de H,0, e 600uM de L-DOPA induz um aumento de GDNF nas células

estriatais, provavelmente como uma estratégia neuroprotetora.

Os resultados obtidos neste trabalho sao importantes para compreender a resposta das células
estriatais na presenca de uma lesao dopaminérgica. Dado o conhecido papel neuroprotetor do
GDNF endogeno, os resultados sugerem que o aumento da expressao de GDNF estriatal
constitui uma estratégia neuroprotetora em resposta a lesao dos neuronios DA que projetam

para o estriado.

Dadas as dificuldades na implementacdo de terapias que visam a libertacdo de GDNF
diretamente no cérebro, a manipulacao da expressao enddgena deste fator neurotrofico pode
ser importante clinicamente para o tratamento da DP. Assim, esforcos adicionais deverao ser
feitos para identificar os mediadores intercelulares libertados apos lesao dopaminérgica e os
mecanismos moleculares que levam a sobre-expressdao de GDNF nas células estriatais. Estes
mediadores poderao, no futuro, constituir possiveis alvos terapéuticos para retardar ou

mesmo travar a progressao da doenca de Parkinson.
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Capitulo 7

Perspetivas Futuras

Para compreender melhor os mecanismos que regulam a expressao endogena de GDNF no
estriado apds lesao e demonstrar de forma clara o envolvimento do GDNF na neuroproteccao,

seria relevante a realizacao dos seguintes estudos:

- identificar quais os mediadores sollveis libertados pelas células do mesencéfalo ventral

capazes de induzir aumentos de GDNF nas células estriatais;

- verificar se os MC de culturas embrionarias apenas de neurdnios, expostas a concentracoes
de 400uM de H,0, e 600uM de L-DOPA, também podem induzir aumentos na expressao de
GDNF em células estriatais, ou se tem de existir a interacdo entre astrdcitos e neurdnios para

tal acontecer;

- determinar que tipo(s) de células estriatais, astrocitos e/ou neuroénios, respondem aos

fatores sollveis libertados apos lesdo dopaminérgica com aumentos na expressao de GDNF;

- averiguar se os aumentos na expressao de GDNF estriatal observados sao protetores para os

neuroénios DA expostos a L-DOPA ou H,0,.
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