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Resumo

A doenca de Parkinson é caracterizada pela perda selectiva de neuronios
dopaminérgicos na substantia nigra pars compacta. A origem desta doenca nao é
completamente compreendida e tém sido propostas diversas hipdteses em relacdo a
perda dos neurdnios dopaminérgicos. Entre elas, a neuroinflamacdo é cada vez mais
reconhecida como o factor principal na patogénese da doenca de Parkinson, e inimeras
evidéncias sugerem que as células microgliais sdo a fonte predominante de inflamacéo
contribuindo para a neurodegeneracdo dopaminérgica. Os astrécitos desempenham
funcgdes vitais na manutencdo da funcdo normal do cérebro e diversos estudos sugerem
que estes podem actuar como reguladores fisiologicos prevenindo as respostas
microgliais inflamatorias excessivas. No entanto, pouco se sabe como 0s astrocitos
modulam a activacdo microglial. Devido a relevancia das interac¢bes astrocitos-
microglia na regulacdo da inflamacéo cerebral, & importante identificar os mediadores
envolvidos neste processo, 0s quais podem actuar como agentes anti-inflamatorios
naturais no cérebro.

No presente trabalho, o nosso objectivo foi 0 estudo dos efeitos de mediadores
soluveis libertados pelos astrécitos na activagdo microglial induzida pelo agente
inflamat6rio Zymosan A, assim como a identificacdo da natureza desses mediadores.
Para a determinacdo do efeito destas moléculas na actividade microglial, as culturas de
microglia do mesencéfalo ventral foram previamente expostas, a meio condicionado
pelos astrécitos (ou meio de cultura — controlo), e tratadas com diferentes concentragoes
de Zymosan A (0.5 e 5 pg/mL). Ambas as concentracdes, na auséncia de
condicionamento pelos astrécitos, aumentaram a actividade fagocitica microglial, com
um maior efeito para a concentracdo mais alta de Zymosan A. A pré-incubacdo com o
meio condicionado pelos astrocitos foi capaz de prevenir o aumento da actividade
fagocitica induzida pelo Zymosan A, em ambas as concentragdes utilizadas, mantendo o
numero de células fagociticas em niveis de controlo. Para avaliar a natureza dos
mediadores sollveis libertados pelos astrécitos que previnem a activacdo microglial
induzida pelo Zymosan A, foram preparadas frac¢Ges de diferentes pesos moleculares
(<3 kDa, <10 kDa, <30 kDa e < 50 kDa) do meio condicionado e o seu efeito na
actividade microglial induzida por diferentes concentracées de Zymosan A foi testada.

Os mediadores soltveis derivados dos astrocitos com pesos moleculares <3 kDa foram



capazes de prevenir completamente a activagdo microglial induzida por 0.5 pg/mL de
Zymosan A. No entanto, os mediadores soluveis libertados pelos astrocitos com pesos
moleculares superiores a 10 kDa, especialmente com pesos moleculares entre 10 e 30
kDa, parecem ter um papel mais relevante na prevengdo da activacdo microglial
induzida pela concentracdo mais alta de Zymosan A (5 pg/mL). O factor neurotréfico
derivado de uma linha de células da glia e a proteina metalotioneina I/11, moléculas
expressas pelos astrocitos, parecem ter um papel importante na comunicacao astrocitos-
microglia, estando envolvidos na prevencdo pelos astrécitos, da activacdo microglial
induzida por 5 e 0.5 pg/mL de Zymosan A, respectivamente.

Estes resultados poderao, no futuro, contribuir para a identificacdo de possiveis
moléculas sollveis derivadas dos astrocitos que possam mediar as interaccles

astrécitos-microglia e modular as respostas inflamatérias microgliais.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson; Neuroinflamacdo; Microglia; Astrdcitos



Abstract

Parkinson’s disease is characterized by the progressive loss of dopaminergic
neurons in the substantia nigra pars compacta. The aetiology of this disease is not
completely understood and several hypotheses have been advanced regarding the loss of
dopaminergic neurons. Among them, neuroinflammation has been increasingly
recognized as a major factor in the pathogenesis of Parkinson’s disease, and increasing
evidence suggests that microglial cells are the predominant source of inflammation
contributing to dopaminergic neurodegeneration. Astrocytes play vital roles in the
maintenance of normal brain function and several evidences suggest that they could act
as physiological regulators preventing excessive inflammatory microglial responses.
However, little is known regarding how astrocytes may modulate microglial activation.
Due to the relevance of astrocyte-microglia interactions in the regulation of brain
inflammation, it is important to identify the mediators involved in this process, which
could act as natural anti-inflammatory agents in the brain.

In the present work we aimed at studying the effect of soluble mediators released
by astrocytes on microglial activation induced by the inflammatory agent Zymosan A,
and at evaluating the molecular nature of those mediators. To assess the effect of those
molecules on microglial activity, ventral mibrain microglia cultures were previously
exposed, to media conditioned by astrocytes (or culture medium — control), and treated
with different concentrations of Zymosan A (0.5 and 5 ug/mL). Both concentrations, in
the absence of conditioning by astrocytes, increased microglial phagocytic activity, with
a higher effect for the highest Zymosan A concentration. The pre-incubation with the
astrocyte conditioned media was able to prevent the increase in phagocytic activity
induced by Zymosan A at both concentrations used, keeping the number of phagocytic
cells at control levels. To assess the nature of the soluble mediators released by
astrocytes that prevent microglial activation induced by Zymosan A, different molecular
weight fractions (<3 kDa, <10 kDa, <30 kDa and <50 kDa) of the conditioned media
were prepared and their effect on microglial activity induced by different concentrations
of Zymosan A was tested. The soluble mediators derived from astrocytes with
molecular weight <3 kDa were able to completely prevent microglial activation induced
by 0.5 ug/mL ZyA. However, the soluble mediators released by astrocytes with
molecular weights higher than 10 kDa seem to have a relevant role in the prevention of

microglial activation induced by the highest concentration of Zymosan A (5 ug/mL).



The glial cell line-derived neurotrophic factor and the protein metallothionein I/11, both
expressed by astrocytes, appear to have an important role in the crosstalk astrocytes-
microglia, being involved in prevention by astrocytes of microglial activation induced
by 5 and 0.5 pg/mL Zymosan A, respectively.

The present results will contribute, in the future, to the identification of other
astrocyte-derived soluble molecules that may mediate astrocyte-microglia interactions

and modulate microglial inflammatory responses.

Keywords: Parkinson’s disease; Neuroinflammation; Microglia; Astrocytes
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Controlo da activagdo microglial pelos astrocitos mesencefalicos: quais os mediadores soluveis envolvidos?

1. Introducao

1.1. Microglia

Os primeiros anos de pesquisa acerca da natureza da microglia sdo notaveis
devido as espantosas observacdes de muitos anatomistas e neuropsiquiatras ilustres,
incluindo Gluge que em 1841 identificou as células fagociticas de origem mesodérmica
no cérebro lesado e Virchow que em 1846 constatou que os fagocitos contribuiam para
o progresso de uma doenca referida como encefalite congénita (revisto por Rezaie et al.,
2002). Em 1890 His descreveu corplisculos mesodérmicos amebdides que invadiam o
cérebro em desenvolvimento do embrido humano no segundo més, colonizando a
substancia cinzenta e branca e emitindo radiagdes protoplasmicas; em 1899 Nissl
sugeriu que as cé€lulas da glia no cérebro tinham funcdes similares as dos macréfagos
em outros tecidos e em 1900 Robertson distinguiu “neuroglia” e “mesoglia”, sendo as
ultimas células derivadas da mesoderme e que exibiam actividade fagocitica em
condicdes patologicas tais como degeneragdo cronica do cérebro (revisto por Rezaie et
al., 2002). Em 1904 Alzheimer afirmou que as células gliais se tornavam amebdides em
certas infec¢des agudas e que tinham como funcdo o combate da infecgdo e Cajal
reconheceu em 1913 a mesoglia como o “terceiro elemento” do sistema nervoso central
(SNC) (revisto por Rezaie et al., 2002). No entanto, foi o neuroanatomista espanhol Pio
del Rio-Hortega, que em 1932 obteve o titulo de “pai da biologia da microglia” e que
apos os seus estudos em cérebros de animais jovens, através do uso do seu método de
coloragdo de carbonato de prata, demonstrou que a microglia era um tipo celular
separado dos astrdcitos e oligodendrdcitos (del Rio Hortega, 1927). Ele foi o primeiro a
demonstrar que a mesoglia era constituida pela microglia, a qual tinha origem
mesodérmica, e os oligodendrdcitos, juntamente com os astrocitos € os neurdnios, eram
de linhagem neuroectodermal (revisto por Rock et al., 2004). Actualmente, a ideia geral
¢ de que a microglia deriva de monocitos circulantes ou células precursoras na linhagem
macrofagos-monocitos que ¢ originada na medula dssea. Estas células precursoras
invadem o cérebro em desenvolvimento durante os estdgios embrionario, fetal ou

perinatal, transformando-se progressivamente de uma forma amebodide fagociticamente
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activa na forma ramificada da microglia em repouso no SNC maduro normal (Ling et
al., 1980; revisto por Barron, 1982; Perry et al., 1985; Hickey e Kimura, 1988), sendo o
fenotipo ramificado representativo da microglia totalmente diferenciada (revisto por
Ling e Wong, 1993).

O termo “microglia” refere-se as células que residem dentro do parénquima do
SNC e que partilham muitas das propriedades dos macrofagos em outros tecidos; porém
no seu estado ndo activado ou de repouso tém uma morfologia ramificada caracteristica,
que ndo ¢ exibida pelos macrdofagos residentes de outros sistemas de o6rgaos (revisto por
Rock et al., 2004). A microglia encontra-se distribuida por todo o SNC como uma rede
de células imunocompetentes constituindo aproximadamente 10% da populagdo total de
células gliais no cérebro (McGeer e McGeer, 2008). Além de serem consideradas as
células imunitarias do SNC, as microglias podem ter também um papel activo no
suporte da homeostase cerebral, através da absor¢do de substancias toxicas e do excesso

de ides K do espaco extracelular (Bordey e Spencer, 2003; Eder et al., 1999).

1.1.1. Morfologia microglial

A microglia foi descrita como uma populagdo celular distinta com uma
morfologia caracteristica que a diferencia das outras células gliais e dos neuronios.
Estas células tém um tamanho pequeno e o didmetro do seu corpo celular ndo excede os
5-10 um (Kurpius et al., 2006). Os estudos de ultraestrutura celular mostram que estas
células tém normalmente um citoplasma electrodenso, contendo uma pequena
quantidade de organelos. Uma caracteristica evidente da microglia ¢ a presenga de
numerosas ramificacdes filopodicas que circundam a superficie celular, os corpos
densos bem desenvolvidos, lisossomas ¢ uma grande quantidade de vesiculas, que
comprovam a capacidade da microglia para a actividade fagocitica (revisto por Kim e
de Vellis, 2005).

As células da microglia dividem-se em vérios subtipos de acordo com as suas
propriedades funcionais: a microglia que ¢ encontrada no estado de repouso tem uma
distribuicao uniforme por todo o cérebro e tem uma forma ramificada (Figura 1A), com
corpos celulares escassamente visiveis (revisto por Pivneva, 2008). Apesar do vasto
conhecimento acerca da microglia activada na patogénese de doencas neuroldgicas,

pouco se sabe sobre o papel da microglia em repouso no SNC normal. Dois grupos de
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investigacdo independentes, usando microglia que expressa a proteina verde
fluorescente (GFP), descreveram que estas células patrulham o SNC (Davalos et al.,
2005; Fetler e Amigorena, 2005; Nimmerjahn et al., 2005). Numa escala de tempo de
minutos, as ramificagdes microgliais finas e elaboradas, reorganizam-se constantemente
e exploram o microambiente neuronal no SNC. No entanto, os sinais responsaveis por
esta constante remodelacao da citoarquitectura microglial no SNC normal permanecem

desconhecidos (revisto por Garden e Méller, 2006).

Fig. 1. Comparacdo da microglia em repouso ou ramificada com extensa pseudopodia (A) e
microglia activada (B). Estas sdo linhas celulares de murino BV-2 com um didmetro de corpo
celular de aproximadamente 20 um (retirado de Wood, 1998).

Como resposta a alteracdes no ambiente que as rodeia, particularmente a danos
neuronais ou a presenca de agentes patogénicos, as células da microglia exibem
acentuadas mudangas morfoldgicas, proliferam, tornam-se fagociticas e sobre-
expressam um grande numero de moléculas tais como citocinas, moléculas de adesdo,
receptores membranares e factores de transcrigdo (Saura et al., 2003). Elas retraem as
suas ramifica¢des filopddicas para recuperarem uma forma celular oval (Figura 1B)
sendo estas células conhecidas como microglia reactiva (Stagaard et al., 1987). Este
processo, chamado de activagdo microglial, ¢ uma resposta fisiolégica destinada a
proteger o tecido neuronal afectado (Saura et al., 2003). No entanto, ¢ também esta
accdo defensiva eficiente que as torna células potencialmente deletérias. Devido a sua
capacidade de produzir espécies altamente neurotdxicas, as células microgliais
cronicamente activadas podem participar na patogénese de doengas neurodegenerativas
tais como a doenca de Parkinson (DP) ou doenga de Alzheimer (DA) (Saura et al.,

2003). Por outro lado, a microglia amebdide tem uma fun¢do de captura critica no
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desenvolvimento do cérebro através da remocdo de um grande ntimero de células no
neocdrtex que morrem no curso do desenvolvimento normal do cérebro fetal (revisto
por Voyvodic, 1996). Estas células tém uma maior actividade fagocitica, o que lhes
permite remover eficientemente fragmentos celulares neuronais e residuos de mielina
(Elkabes et al., 1996; revisto por Kreutzberg, 1996; revisto por Liu ¢ Hong, 2003),
sendo também benéficas para a sobrevivéncia neuronal no SNC danificado através da
producdo de factores neurotroficos (revisto por Giulian e Corpuz, 1993; Elkabes et al.,

1996; revisto por Kreutzberg, 1996).

1.1.2. Activagédo microglial

A microglia em repouso parece ser altamente sensivel a muitas formas de
perturbagdo dentro do microambiente do cérebro e pode rapidamente tornar-se activada
quando ocorrem eventos patoldgicos, tais como infeccdo e inflamacdo, com uma
resposta resultante caracteristica e graduada (revisto por Wojtera et al., 2005). No seu
estado de repouso, a microglia exibe no cérebro sauddvel uma baixa expressdo de
receptores de membrana, que sdo necessarios para a mediacdo das fungdes normais de
macrofagos (revisto por Kreutzberg, 1996). Foi demonstrado que a activa¢ao inicial da
microglia, apds 24 horas de exposi¢do ao estimulo, leva a uma reactividade da
imunoglobulina IgG microglial elevada, uma sobre-regulagao de CD1 e moléculas de
adesdo celular, tais como o antigénio associado a funcdo dos linfocitos (LFA-1), a
molécula de adesdo intercelular (ICAM-1) ¢ a molécula de adesdo celular vascular
(VCAM-1) (revisto em Orr et al., 2002). Quando o estimulo activador continua a estar
presente, a microglia adere aos neurénios, directamente, através de quimiocinas, tais
como a proteina quimioatractante de monocitos (MCP) - 1 e a proteina induzivel por
interferdo (IFN) (IP) - 10, que sdo expressas pelos neuronios (revisto por Aloisi et al.,
2000; revisto por Aloisi, 2001). Para além disso, quando activada, o citoesqueleto
interno da microglia modifica-se, o corpo celular alarga-se, exibindo uma aparéncia
tipo-macréfago, e ocorre também um aumento no nimero de células (revisto por
Raivich et al., 1999). Com uma presenga continuada do estimulo indutor, a microglia
mantém esta alteracdo funcional com uma sobre-regulacdo das moléculas do Complexo

de Histocompatibilidade Principal (MHC) da classe II e glicoproteinas inflamatorias,
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tais como CD40, B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86), que fornecem um estimulo poderoso
para a activagao de células imunitarias (revisto por Aloisi et al., 2000). Foi no entanto
sugerido, que mesmo neste ponto o nimero de células microgliais pode diminuir e
perder os seus marcadores de activagao, retornando ao estado de repouso, se o estimulo
activador desaparecer. Porém, se o estimulo patolégico persistir, ocorre um aumento
substancial nos marcadores de activagdo e moléculas de adesao celular e finalmente a
microglia activada aglomera-se a volta dos neur6nios e torna-se fagocitica (Bronstein et
al., 1995; Banati et al., 1998; McGeer, 1998). A combinagao dos factores libertados ¢ da
adesdo a superficie dos neurénios leva a uma morte celular neuronal progressiva e
irreversivel, que ¢ agravada pela libertacdo de quimioatractantes pelos neurénios
danificados, de modo a induzir uma maior infiltragdo na regido pela microglia activada

(revisto por Aloisi, 2001; revisto por Kim e de Vellis, 2005; Sriram et al., 2006).

1.1.2.1. Sinais para a activacgdo da microglia

As substancias libertadas por células lesadas do SNC accionam a activacao
microglial, levando consequentemente a mudangas a longo prazo na expressao de genes
e reorganizagao do fenotipo celular (revisto por Kreutzberg, 1996; revisto por Streit,
2002). As células da microglia detectam as mudangas no seu ambiente através da
expressao de um grande nimero de receptores de superficie celular e receptores
nucleares, que desempenham um papel critico na iniciacdo e/ou modulagdo das suas
respostas imunitarias. Estes incluem receptores para factores tais como o complemento,
imunoglobulinas, moléculas de adesdo celular, esterdides, produtos bacterianos,
proteinas misfolded, citocinas e quimiocinas (revisto por Hanisch, 2002; revisto por
Moller, 2002; revisto por van Rossum e Hanisch, 2004).

A activacao das células microgliais pode ser feita através de sinais microbianos.
A activagdo da microglia pelo lipopolissacarido (LPS) foi uma das primeiras a ser
descrita na literatura (Hetier et al., 1988). O LPS ¢ uma endotoxina derivada de
bactérias Gram-negativas, sendo um potente activador das células da microglia (Kim et
al., 2000), as quais respondem activamente ao LPS com a consequente libertacdo de
uma grande variedade de citocinas, quimiocinas, 6xido nitrico (NO) e proteases. Estes
efeitos sdo mediados pelo receptor toll-like (TLR) 4, um membro da familia de

receptores toll-like, envolvidos na detec¢do de infecgdes microbianas (revisto por
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Takeda et al., 2003). Foi também demonstrado que a injecc¢do intranigral de LPS causa
uma forte activacao microglial e degeneragdo selectiva dos neurdénios dopaminérgicos,
na substantia nigra (SN) e estriado (Hererra et al., 2000). Visto que acciona as respostas
microgliais para a maioria dos parametros de activagdo microglial (isto ¢, proliferacao,
migragdo, producdo de NO e libertacdo de citocinas), ¢ frequentemente usado como
controlo positivo em experiéncias in vitro € in vivo (revisto por Rivest, 2003).

Um dos estimulos inflamatorios extracelulares selectivo para a microglia é o
Zymosan, uma substancia derivada da parede celular da levedura Saccharomyces
cerevisiae, sendo composta por cadeias polissacaridas de varios pesos moleculares,
contendo aproximadamente 73% de polissacéridos, 15% de proteinas e 7 % de lipidos e
componentes inorganicos (Fitzpatrick e DiCarlo, 1964), sendo as particulas de Zymosan
constituidas por residuos de manose-a e glucano-f (Lombard et al., 1994). O Zymosan
¢ um activador poderoso do mecanismo denominado burst respiratério, capaz de
estimular as células da microglia através da subunidade CDI11b do receptor 3 do
complemento (CR3) (Le Cabec et al., 2000), resultando num aumento no consumo de
oxigénio e na geracao de espécies reactivas que sao toxicas para os neurdonios (McGeer
et al., 1994). O CR3 ¢ um membro da familia B2 das integrinas expresso na membrana
plasmatica dos fagoécitos dos mamiferos e células natural killer. O Zymosan, quando
injectado em animais, provoca inflamacdo através da inducdo da libertagdo de uma
ampla gama de mediadores inflamatdrios. Estes incluem componentes activos do
sistema do complemento (Pillemer e Ecker, 1941), prostaglandinas e leucotrienos
(Humes et al., 1982), factores de agregacao plaquetaria (Roubin et al., 1982), radicais de
oxigénio (Nauseef et al., 1983) e enzimas lisossomais (Bonney et al., 1978). Para além
disso, o Zymosan activa directamente os macroéfagos (Underhill, 2003), estando os
TLR2 envolvidos na sinalizagdo induzida pelo Zymosan (Sato et al., 2003). Apds ser
fagocitado, os macrofagos libertam enzimas lisossomais (Kelly e Carchman, 1987),
espécies reactivas de oxigénio (EROs), 4cido araquidonico (Daum e Rohrbach, 1992) e
o factor de necrose tumoral (TNF) - o (Sanguedolce et al., 1992). Devido ao facto do
Zymosan nao ser degradavel, a sua fagocitose pelos macréfagos resulta numa resposta
inflamatoria prolongada (revisto por Volman et al., 2005).

Outros dos sinais activadores da microglia sdo as proteinas patologicas. Em
doencas neurodegenerativas associadas com proteinopatia, tal como a DA, doenga de

Huntington ou a forma familiar de esclerose lateral amiotréfica, a activagdo microglial
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observada sugere que a microglia é activada por proteinas anormais. O caso que se
encontra melhor documentado ¢ acerca da DA, onde as proteinas P-amiloides (AP)
foram consideradas como activadoras potentes da microglia, levando a sua proliferagao
e libertacao de citocinas (revisto por Rogers et al., 2002).

O ATP extracelular tem sido reconhecido nos ultimos anos como um dos
principais activadores da microglia, sendo os seus efeitos mediados por receptores P2.
A expressao funcional destes receptores ¢ regulada durante a activagdo microglial e a
activacdo do receptor P2 acciona diversos efeitos, tais como aumento da concentragao
de calcio intracelular, proliferacdo e libertagdo de citocinas (revisto por Inoue, 2006).

Uns dos factores também implicados na activa¢do microglial sdo os factores do
soro. O soro contém um grande ntimero de factores envolvidos na resposta a danos
vasculares, o que tem um impacto fisioldogico na microglia quando este entra em
contacto com o parénquima do SNC. Apos a ruptura da barreira hematoencefalica
(BHE), um conjunto virtualmente ilimitado de factores do soro inunda o parénquima do
SNC e serve como sinal de activacdo para as células microgliais (revisto por Garden e
Moller, 2006). A microglia demonstra responder a factores do soro, tais como o acido
lisofosfatidico (Moller et al., 2001), a esfingosina 1-fosfato (Tham et al., 2003),
imunoglobulinas (Stangel e Compston, 2001), complemento (Moller et al. 1997,
McGeer e McGeer, 2002), e trombina (Weinstein et al., 2005). Os efeitos sdo mediados
por receptores acoplados a proteinas G e accionam varias respostas tais como

proliferacdo, migracdo e libertagao de citocinas (revisto por Garden e Méller, 2006).

1.1.2.2. Respostas bioldgicas na microglia activada

As respostas biologicas nas células microgliais activadas incluem a migragdo da
microglia para o sitio da lesdo ou inflamagdo, proliferacdo, aumento da capacidade
fagocitica, producao de EROS e /ou espécies reactivas de nitrogénio (ERNs) e da

libertagao de factores difusiveis.
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1.1.2.2.1. Migracao

Uma das primeiras respostas da microglia a um estimulo fisiologico activador ¢é
a migragao para o local da lesdo ou inflamag¢do. Os danos a tecidos no SNC resultam na
libertagdo de factores quimiotacticos que estimulam a migragdo da microglia para o
local da lesdao neuronal. Ja foi demonstrado que a microglia migra ao longo de
gradientes de quimiocinas in vitro e esta parece ser estimulada a mover-se no SNC em
desenvolvimento via os mesmos gradientes quimiotacticos observados nos modelos de
lesdo (revisto por Cartier et al., 2005). O ATP e o ADP extracelular libertados apos
danos traumaticos ou isquémicos no SNC estimulam também a migracdo da microglia
(Honda et al., 2001) e para além disso estas células também migram em direc¢do a
alguns factores tréficos tais como o factor de crescimento endotelial vascular (VEGF)

(Forstreuter et al., 2002).

1.1.2.2.2. Proliferacéo

A microglia € capaz de entrar no ciclo celular em resposta a uma variedade de
estimulos. Lesdes traumadticas ou isquémicas, neoplasias e regides de degeneracao
neuronal ou axonal expdem a microglia a fortes sinais para a proliferagio. A medida
que as microglias residentes invadem a regido lesada no SNC em resposta a gradientes
de quimiocinas e mudan¢as na matriz extracelular, elas produzem citocinas que
estimulam a divisdo microglial incluindo a interleucina (IL) - 1B, IL-4 e IFN-y (revisto
por Kim e de Vellis, 2005). Os factores mitogénicos microgliais in vitro mais potentes
sdo os factores estimuladores de colonia de macrofago (M-CSF), que podem ser
secretados por astrocitos activados (revisto por Kim e de Vellis, 2005), e factores
estimuladores de colonia de macrofagos/granulocitos (GM-CSF), que actuam em
conjunto com a tirosina cinase CD45 para estimular a activacdo microglial (Suh et al.,
2005). Para além disso, factores neurotréficos tais como o factor neurotréfico derivado
de cérebro (BDNF) e a neurotrofina (NT) - 3 sdo libertados pela microglia activada e

actuam via ac¢do paracrina como mitogénios microgliais (Elkabes et al., 1996).
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1.1.2.2.3. Fagocitose

A caracteristica funcional mais relevante e importante da microglia no SNC
normal ¢ a de vigilancia. Este papel ¢ claramente analogo as fun¢des desempenhadas
pelas células do sistema imunitario, tais como macréfagos e linfécitos, no resto do
corpo. Com a microglia, a evolucao encontrou uma maneira de atingir compatibilidade
entre o poder destrutivo do sistema imunitario e a relativa vulnerabilidade do SNC a
danos e doenga. Funcionalmente, a microglia pode ser vista como um tipo de célula
hibrida que combina caracteristicas de uma célula neuronal com alguns dos atributos
dos macrofagos e linfocitos (Kettenmann e Ransom, 2005). A microglia sendo o
fagocito predominante no SNC tem a capacidade de fagocitar agentes patogénicos e de
apresentar as proteinas fagocitadas como antigénios as células T que circulam para
dentro e para fora do SNC para estimularem uma resposta imunitaria adaptativa. Para
além da vigilancia do SNC para agentes patogénicos e proteinas patoldgicas, a
fagocitose pela microglia ¢ o principal meio de remogdo de células apoptoticas e
detritos celulares no SNC. In vivo, as microglias fagocitam os detritos celulares durante
os estaddios pré-natal e no inicio do estddio pos-natal do desenvolvimento cerebral
(Ashwell, 1990; Pearson et al., 1993). Ainda ndo ¢ completamente compreendido como
a microglia reconhece os elementos celulares como apropriados para fagocitose, mas
foram identificados vdarios sinais importantes. Estes incluem a exposicdo de
fosfatidilserina na superficie de células apoptoticas e as interac¢cdes com o receptor
vitronectina ¢ o receptor CD36 na microglia (Witting et al., 2000; Stolzing e Grune,

2004).

1.1.2.2.4. Burst respiratorio e a producéo de 6xido nitrico

As células da linhagem monocitica sdo a primeira linha de defesa contra
patogénios invasores. A geragdo pela microglia de radicais livres, tais como as EROs e
ERNs, sdo um importante mecanismo de defesa do sistema nervoso contra
microorganismos intracelulares e também de potencial dano para os neurénios quando
estas moléculas toxicas sdo libertadas para o espago extracelular (revisto por Rock et al.,
2004). As microglias tém a capacidade de produzir um burst respiratorio, sendo que

inimeras EROs de elevada toxicidade sdo produzidas durante este processo, entre elas o
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anido superdxido (0,"), o peroxido de hidrogénio (H,O,), o radical hidroxilo ('OH) e o
acido hipocloroso (HOCI) (revisto por Babior, 2000). O anido O,” e o H,0, sio
produzidos via a enzima oxidase da forma reduzida do dinucledtido de adenina
nicotinamida fosfato (NADPH), tendo j& sido provado que as células microgliais em
cultura sobre-expressam esta enzima em resposta a danos (Green et al., 2001).

As microglias geram também NO, capaz de gerar ERNs (revisto por Condliffe et
al., 1998). Parte da toxicidade do NO ¢ devido a sua capacidade de reaccdo com o
oxigénio molecular. Esta reaccdo desencadeia a formagdo de véarias espécies reactivas
altamente oxidantes como o dioéxido de nitrogénio (NO,), acido nitroso (HNO,) e nitrico
(HNO;) em equilibrio com os respectivos anides nitrito (NO™) e nitrato (NO™). A alta
toxicidade do NO também pode ser atribuida a sua rapida reac¢do com o anido 027,
gerando o anido peroxinitrito (ONOOQO), sendo esta molécula capaz de produzir danos
oxidativos no DNA dos organismos patogénicos que estejam na proximidade (Possel et
al., 1997). Na microglia, o NO ¢ produzido pela isoforma indutivel da sintase do NO
(INOS). Muitos dos estimulos para a activagdo microglial, assim como uma grande
variedade de danos neurolégicos ou modelos de doencas estdo associados com a
inducdo da iNOS microglial e a geracdo de NO (revisto por Rock et al., 2004). As
culturas microgliais humanas s3o distintas dos modelos de roedores padrdo, pois a
microglia isolada do cérebro de rato e ratinho produz quantidades substanciais de NO
quando activada (Jana et al., 2001; Moss e Bates, 2001), o mesmo nao acontecendo com
as microglias humanas. Quando estimuladas com citocinas e LPS, estas células libertam
poucas quantidades de NO (revisto por Brosnan et al., 1994; Ding et al., 1997; Janabi et
al., 1996, Peterson et al., 1994), facto que ¢ consistente com a nao responsividade do
gene iINOS humano relatada noutras populagdes de fagocitos mononucleares humanos

(revisto por Rock et al., 2004).
1.1.2.2.5. Secrecdo de factores difusiveis
Uma das maiores fungdes da microglia ¢ a libertacdo de sinais para outras
células que irdo regular a resposta inflamatoria apds a exposi¢do a um insulto especifico

ou infeccdo. Quatro classes principais de moléculas sdo responsaveis pelos sinais de

comunicagdo entre a microglia e células vizinhas e leucocitos invasores. Estas incluem
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citocinas, quimiocinas, factores neurotroficos e pequenas moléculas mediadoras de
inflamacao tais como as prostaglandinas (revisto por Garden e Moller, 2006).

As citocinas sdo péptidos imunomodulatdrios que participam numa ampla gama
de respostas bioldgicas, incluindo crescimento, desenvolvimento e modulacdo da
inflamacdo e respostas imunitarias, e regulacdo da homeostase. Apesar de varios tipos
de células incluindo células imunitarias infiltradas no tecido, neurdnios, microglia e
astrocitos terem sido identificados como fontes de citocinas no SNC, a microglia parece
ser a principal fonte de citocinas reguladoras e inflamatorias. As culturas de microglia
humanas expressam acido ribonucleico mensageiro (mRNA) para IL-1a/p, IL-6, IL-10,
IL-12, IL-15 e TNF-a (revisto por Kim e de Vellis, 2005), enquanto que estudos
adicionais documentaram a expressdo de IL-3, IL-18, IFNs e TNF-a na microglia de
roedores (revisto por Hanisch, 2002). A activacdo microglial geralmente origina um
aumento na expressdo de citocinas, e as citocinas pro-inflamatdrias sdo as primeiras a
ser libertadas e tendem a ter efeitos toxicos nas células circundantes (revisto por
Konsman et al., 2002). A microglia também expressa receptores para a maioria das
citocinas o que resulta em /oops de regulagdo autdcrinos que sdo criticos para a eventual
sub-regulacdao da resposta inflamatoria. A IL-1 e o TNF-a sdo as principais citocinas
pro-inflamatorias produzidas pela microglia durante a inflamacao do SNC. Os agentes
patogénicos ou componentes de patogénios como o LPS podem induzir rapidamente em
culturas de microglia e in vivo, a producgao de IL-1 e TNF-a (Appel et al., 1995; Buttini
e Boddeke, 1995). Tem sido demonstrado que estas citocinas estdo envolvidas no
desenvolvimento da inflamagdo do SNC através da ruptura da BHE, da inducdo da
libertacdo de moléculas de adesdo e quimiocinas dos astrocitos e células endoteliais, o
que facilita a infiltragdo de leucocitos para o SNC (Oh et al., 1999; revisto por
Sedgwick et al., 2000). Apesar de no passado os estudos terem estado focados na
producdo microglial de citocinas pro-inflamatodrias, recentemente, um grande niimero de
evidéncias tem suportado a no¢do de que a microglia também produz citocinas com
actividade anti-inflamatoria, como o factor de crescimento e transformador (TGF) - 3, a
IL-10 e o antagonista do receptor da IL-1 (IL-1ra). O IL-1ra contrabalanca o efeito
bioldgico da IL-1 através da ligacdo ao receptor da IL-1 sem iniciar a transducdo de
sinal (O’Keefe et al.,, 1999). A IL-10 e o TGF- 3 inibem a activagdo da microglia

através da sua capacidade de inibir a apresentacdo antigénica e libertacdo de citocinas
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pré-inflamatorias, quimiocinas e intermedidrios reactivos de oxigénio pela microglia
(Frei et al., 1994; Aloisi et al., 1999; O’Keefe et al., 1999).

Outras das moléculas libertadas pelas microglias sdo as quimiocinas que
constituem uma superfamilia de citocinas pro-inflamatorias pequenas (8-10 kDa) e
induziveis, estando envolvidas em vérias respostas inflamatérias e imunitarias, actuando
principalmente como quimioatractantes e activadores de tipos especificos de leucécitos
(revisto por Kim e de Vellis, 2005). As culturas microgliais expostas a antigénios
bacterianos, citocinas ou A, expressam e libertam quimiocinas tais como a proteina
inflamatéria dos macrofagos (MIP) - 1o, MIP-1B, MIP-2, MCP-1, IP-10, e IL-8 (revisto
por Hanisch, 2002). A microglia também expressa receptores para muitas das
quimiocinas elaboradas por ela propria, o que sugere que uma das principais fun¢des da
libertagdo de quimiocinas ¢ atrair microglias adicionais para o local da lesdo (revisto por
Garden e Moller, 2006).

Os factores troficos que promovem a sobrevivéncia neuronal sdo frequentemente
sintetizados e libertados pela microglia. As neurotrofinas classicas, tais como o factor de
crescimento neuronal (NGF), BDNF, NT-3, e também o factor neurotréfico derivado de
uma linha de células da glia (GDNF), sdo sintetizados pelas microglias (Presta et al.,
1995; Elkabes et al., 1996; Honda et al., 1999). O GDNF, em conjunto com o BDNF,
podem ser responsdveis pela orientacdo da regeneragdo axonal apds uma lesdo
(Batchelor et al., 2002). Para além de fornecerem suporte tréfico para os neurénios
circundantes, os factores troéficos da microglia também podem actuar de uma maneira
autocrina para regularem a capacidade da microglia em manter o estado anti-
inflamatorio. Por exemplo, o tratamento com NGF causa uma redugdo na expressdo de
moléculas MHC de classe II na microglia (Neumann et al., 1998).

A microglia activada liberta ainda pequenas moléculas lipidicas que sao
mediadores inflamatorios que incluem o acido araquidonico, as prostaglandinas (PGs)
D,, E; e Foa, o factor activador de plaquetas, o tromboxano B, e o leucotrieno By
(Minghetti e Levi, 1998). Resumindo, varios estudos demonstraram que a microglia
desempenha um importante papel nas condi¢des inflamatdrias no SNC como a principal
fonte de mediadores imunitarios reguladores e inflamatérios (revisto por Garden e

Moller, 2006).

12



Controlo da activagdo microglial pelos astrocitos mesencefalicos: quais os mediadores soluveis envolvidos?

1.2. Astroécitos

Durante décadas, as células gliais eram referidas simplesmente como “células de
revestimento” do cérebro e eram largamente ofuscadas pela complexidade e importancia
funcional das células neuronais no SNC humano. No entanto, os astrocitos tém-se
tornado o foco de atencdo recente devido ao reconhecimento de algumas fungdes
anteriormente desconhecidas (revisto por Volterra e Meldolesi, 2005; Diamond, 2006).
Os astrocitos estdo normalmente em maior numero que os neurdénios no cérebro
humano, constituindo até¢ 20-50% do volume cerebral. Eles sdo conhecidos pelos seus
prolongamentos fibrosos e grande complexidade estrutural. Estas células sdo também
caracterizadas por uma densa matriz de ramificagdes, algumas das quais contactam e
envolvem paredes vasculares locais, o que auxilia na formagdo de um importante
componente do cérebro, a BHE. Para além disso, os astrdcitos estdo também envolvidos
na regulacdo do fluxo sanguineo cerebral e acoplamento neurovascular, assim como no
suporte de mecanismos de defesa imunitarios através da producdo de varias citocinas
imunoactivas (revisto por Kim et al., 2006; revisto por Koehler et al., 2006). Os
astrocitos funcionam estruturalmente e funcionalmente como sensores e reguladores do
microambiente local no SNC humano (revisto por Nedergaard et al., 2003). Eles
mantém um controlo apertado da concentra¢do idnica extracelular, homeostase de pH,
niveis de glucose e fornecem substratos metabolicos (revisto por Gee e Keller, 2005).
Como zeladores eficientes, os astrocitos captam produtos residuais neuronais, incluindo
subprodutos metabolicos e neurotransmissores libertados durante a transmissdo na fenda
sinaptica (revisto por Nedergaard et al., 2003). Vdrias evidéncias sugerem que estas
células executam uma gama mais alargada de fungdes, do que aquelas anteriormente
reconhecidas. Estas funcdes incluem diferenciagdo neuronal, regulagdo da orientacao
axonal, formacdo de sinapses (sinaptogénese), neurogénese, plasticidade cerebral e
comunicagdo (revisto por Mosley et al., 2006).

Como foi ja referido, os astrocitos sdo células dindmicas que mantém a
homeostase no SNC nao danificado. Estas células expressam numerosos receptores que
lhes permitem responder a virtualmente todos os compostos neuroactivos, incluindo
neurotransmissores, neuropéptidos, factores de crescimento, citocinas, pequenas
moléculas e toxinas. Dado o seu importante papel em estabelecer e manter a homeostase

no SNC, ¢ esperada uma resposta adaptativa pelos astrdcitos a danos teciduais. De facto,
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quando os astrdcitos percebem que a homeostase do cérebro ou da medula espinhal foi
alterada, a sua actividade metabolica aumenta, assim como a producdo de factores
troficos e de crescimento, atribuindo-lhes uma maior capacidade em proteger outras
células no cérebro da deple¢do energética, e de uma sobrecarga de radicais livres
toxicos, amonia, metais e calcio (revisto por Mosley et al., 2006).

As caracteristicas mais frequentemente associadas com a resposta astrocitica a
lesdes envolvem hipertrofia celular, proliferacdo, extensdo das ramificagdes e uma
produ¢do aumentada da proteina acidica fibrilar glial (GFAP), da vimentina e da
nestina. Este conjunto de respostas, que os patologistas classificam como gliose
anisomorfica, ¢ a consequéncia de danos teciduais e resulta na formacao de margens
gliais altamente compactadas, denominado de cicatriz glial (revisto por Norton et al.,
1992; revisto por Norenberg, 1994; Bignami e Dahl, 1995). Estes astrocitos reactivos
exacerbam os danos teciduais através da libertacdo de citocinas pro-inflamatorias e
metabolitos de acido araquidonico, NO ¢ EROs, que podem afectar adversamente a
sobrevivéncia celular apds danos no SNC (Dayton e Major, 1996). Dependendo do
contexto da doenga, a astrogliose pode ser vista como um evento benéfico para a
promogdo da sobrevivéncia neuronal através da producdo de factores de crescimento e
neurotrofinas que suportam o crescimento neuronal, ou pode ser prejudicial para a
fun¢do neuronal devido a formacgao das cicatrizes gliais (revisto por Dong e Benveniste,
2001). As fungdes especificas exercidas por astrocitos reactivos ndo estdo bem definidas
(revisto por Sofroniew, 2005). Vérias evidéncias sugerem que estas células estdo
envolvidas em fungdes neuroprotectoras e neurodegenerativas (revisto por Liberto et al.,
2004). Em cérebros humanos postmortem, foi encontrada uma correlagao negativa entre
a perda de neurdnios dopaminérgicos e a astrogliose, sugerindo um possivel papel
neuroprotector dos astrocitos (Damier et al., 1993). Estudos anteriores também
sugeriram que os astrocitos conseguem proteger os neurdnios contra danos induzidos
por EROs/ERNSs, através da secrecao de factores soluveis e insoluveis (Tanaka et al.,
1999b), e podendo também, indirectamente, regular os danos neuronais pela modulagdo
da inflamacdo através da diminuicdo da expressdo de mediadores inflamatdrios
microgliais (Vincent et al., 1996, Vincent et al., 1997; Aloisi et al., 1997; Pyo et al.,
2003).
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1.2.1. Factores libertados pelos astrécitos

A expressdo de citocinas e quimiocinas pelos astrocitos ¢ limitada no SNC
normal. No entanto uma expressdo anémala de tais factores ocorre em doengas do SNC,
tais como a DA, a esclerose multipla (EM), a DP e traumas ou danos cerebrais. Estudos
in vitro e in vivo documentaram a capacidade dos astrocitos em produzirem IL1-a, IL-
1B, IL-5, IL-6, IL-10, IFN-a e 3, TNF-a e TGF-p3, factores estimuladores de colénia de
granuldcitos (G-CSF), GM-CSF, M-CSF e quimiocinas incluindo a IL-8, MCP-1 ¢ IP-
10. Como potentes fontes de citocinas e quimiocinas imunologicamente relevantes, os
astrocitos desempenham um papel critico no tipo e extensdo das respostas imunitarias e
inflamatorias do SNC (revisto por Dong e Benveniste, 2001). Para além das citocinas,
os astrocitos da substancia branca (Penkowa, 2006) expressam as isoformas I e II da
metalotioneina (MT), proteinas que exibem acg¢des neuroprotectoras no sistema nervoso
periférico e central, e os astrocitos corticais expressam a isoforma III da MT (Uchida et
al., 1991), apesar de esta ser particularmente expressa nos neurénios (Carrasco et al.,
2003). Os astrocitos secretam também varios factores soliveis conhecidos como
neurotrofinas, estando estas envolvidas na sobrevivéncia, maturacdo, diferenciacdo e
desenvolvimento das células neuronais (revisto por Seth e Koul, 2008). Dentro do
conjunto de factores neurotroficos secretadas pelos astrocitos encontram-se o GDNF, o
BDNF, o NFG, a NT-3, a NT-4/5 e a NT-6 (Hefti, 1997).

A accdo dos factores neurotroficos na sobrevivéncia neuronal ocorre quer
durante o desenvolvimento quer apds lesdes cerebrais (Thoenen, 1995; revisto por
Lindvall et al., 1994; Tucker et al., 2001). Varias evidéncias sugerem que alteracdes na
expressdo de factores neurotroficos podem contribuir para a neurodegeneragdo. De
facto, neuronios que ndo recebem factores neurotroficos em quantidades suficientes

entram num processo apoptotico (revisto por Thoenen et al., 1987).

1.2.1.1. GDNF

O GDNF, pertencente a superfamilia do TGF-3, foi originalmente isolado de
uma linha celular glial e funciona como factor tréfico para os neurdnios

dopaminérgicos, assim como para os neur6nios ndo dopaminérgicos, incluindo os
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neuronios motores da medula espinhal e ganglios periféricos (Lin et al., 1993). Trata-se
de uma proteina homodimérica, heterogeneamente glicosilada e com massa molecular
entre os 33 e 45 kDa (Lin et al., 1994), que pode ser expressa em astrocitos (Schaar et
al., 1993) e em neuronios (Schmidt-Kastner et al., 1994). O GDNF est4 presente em
varios sistemas neuronais, ¢ essa localizagdo depende da actividade local e do estadio de
desenvolvimento do individuo (Del Fiacco et al., 2002). Ha niveis detectaveis de GDNF
no talamo, hipocampo, cerebelo, cortex, medula espinhal e SN, entre outros locais do
sistema nervoso (Choi-Lundberg et al., 1995; Del Fiacco et al., 2002).

Os estudos em culturas primarias do mesencéfalo ventral in vitro mostraram que
o GDNF aumenta o ntimero de células positivas para tirosina hidroxilase, a sua
complexidade morfoldgica e maturagdo funcional e neuronal (Schaller et al., 2005),
exercendo ainda efeitos potentes no desenvolvimento dos neurdnios embrionarios in
vitro (Lin et al.,, 1993). Esta molécula desempenha também um papel crucial na
manuten¢do da funcdo e sobrevivéncia de neurénios dopaminérgicos in vivo, quer no
cérebro intacto quer apds lesdo da via nigroestriatal (Granholm et al., 1997). O GDNF
parece ser o factor tréfico mais potente na proteccdo dos neurdnios dopaminérgicos
contra a degeneracdo induzida por vdrias toxinas, assegurando a sobrevivéncia destes
neurénios em modelos animais da DP, como a degeneracdo induzida pelo 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) ou pela 6-hidroxidopamina (6-OHDA) em ratos
e macacos (Rosenblad et al., 1998). Sendo assim, pensa-se que esta molécula ¢ um
potencial agente terapéutico para varias doengas neuroldgicas do SNC (revisto por
Airaksinen e Saarma, 2002), tais como hipoxia/isquémia cerebral (Ikeda et al., 2000) e
DP (Gash et al., 1996).

Apesar do efeito neurotréfico do GDNF nos neurdnios ser bem conhecido, a sua
accdo na actividade microglial permanece por esclarecer. No estudo realizado por
Chang e seus colaboradores (2006), verificou-se que o GDNF ndo tem efeito na
producao microglial de TNF-a e IL-1f, aumentando no entanto os metabolitos do NO, a
producdo de moléculas de adesdo e a capacidade fagocitica da microglia, assim como a
actividade da superoxido dismutase (SOD) microglial, activando o sistema antioxidante

enddgeno da microglia (Chang et al., 2000).
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1.2.1.2. Metalotioneinas

As metalotioneinas s3o uma familia de proteinas de baixo peso molecular (6-7
kDa) com capacidade de ligagdo a ides metalicos através dos 20 grupos de cisteina que
constituem parte da sua estrutura (Dabrio et al., 2002). Foram até¢ agora isoladas nos
mamiferos quatro isoformas da proteina (MT-I, MT-II, MT-III e MT-IV). A MT-I ¢ a
MT-II sdo expressas coordenadamente, de uma forma ubiqua, na maioria dos tecidos
incluindo o SNC, enquanto a MT-III se encontra principalmente no SNC e a MT-IV no
epitélio escamoso estratificado (Giralt et al., 2002). Devido ao facto das isoformas MT-I
e MT-II partilharem uma grande homologia de sequéncias e perfis de expressao
similares, elas sdo funcionalmente consideradas como uma unica isoforma denominada
MT-I/IL. Em relagdo as fungdes biologicas, a MT-I/II desempenha um papel importante
no metabolismo ¢ homeostase de metais essenciais, armazenamento ¢ destoxificagdo de
metais ndo essenciais, apoptose, captura de radicais livres e modulagdo do balango
redox intracelular (revisto por Penkowa, 2006; revisto por West et al., 2004). Para além
disso as isoformas I e II desta proteina exibem também acg¢des neuroprotectoras no
sistema nervoso periférico e central (Hidalgo et al., 2001). O papel cerebral da MT-III ¢
menos 6bvio, tendo sido reportados varios efeitos tais como protec¢do do SNC contra a
neurotoxicidade do glutamato (Montoliu et al., 2000) ou capacidade de estimular
directamente a diferenciagdo neuronal e sobrevivéncia dos neurdnios corticais in vitro
(Ambjern et al., 2008). No entanto, ao contrario da MT-I/Il, a MT-III ndo afecta as
respostas inflamatdrias provocadas por criolesdo no SNC, nem desempenha um papel
importante como antioxidante (Carrasco et al., 2003).

Dentro do cérebro, a isoforma mais abundante é a MT-I/II, encontrada
principalmente nos astrdcitos, apesar de haver alguns relatos de niveis vestigiais de
expressdao em alguns neurdnios (revisto por Hidalgo et al., 2001). Os niveis elevados de
expressao de MT nos astrocitos sugerem que estes podem actuar como moduladores de
metais no SNC e conferir protec¢do contra os danos relacionados com stress oxidativo
gerado por metais pesados. As MTs estdo intimamente relacionadas com a resposta dos
astrocitos apo6s danos no SNC, sendo que a expressao destas proteinas pelos astrocitos
reactivos promove a recuperacdo do SNC de lesdes (revisto por Hidalgo et al., 2001;
West et al., 2004). No entanto, as fungdes neurobiologicas precisas € o impacto
neuroregenerativo de cada isoforma da MT ndo sdo ainda muito claras. Tém sido

referidas varias correlagdes entre a MT-I/Il e o inicio e progressdo de doencas
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neurodegenerativas. Por exemplo, foi observada uma expressao aumentada da MT-I/I1
em casos da DA, DP, EM e doengas neuronais motoras (revisto por Hidalgo et al., 2001;
revisto por Penkowa, 2006; West et al., 2004). Isto pode reflectir niveis de zinco
alterados ou stress oxidativo e/ou um mecanismo de resposta neuroprotectora durante a
progressdo destas doengas degenerativas. Observagdes similares foram assinaladas em
modelos animais dessas doengas degenerativas, como por exemplo, em modelos de
morte de neurdnios dopaminérgicos, como o modelo do MPTP, para a DP (revisto por
Ebadi et al., 2005) e a encefalomielite auto imune experimental, o modelo da EM
(Penkowa e Hidalgo, 2003). Para além disso, a incapacidade dos ratinhos em
expressarem a MT-I/II resulta numa neurodegeneragao acelerada no modelo animal da
EM (Penkowa e Hidalgo, 2003). Também hd uma forte correlagdo entre o trauma
cerebral fisico e a expressdo de MT. A este respeito, a MT-I/II ¢ uma das proteinas que
¢ altamente sobre-regulada apds varias formas de danos cerebrais experimentais, como
por exemplo apds isquémia cerebral e danos corticais induzidos por criolesdo cortical
(revisto por Penkowa, 2006; West et al., 2004).

Varios estudos em animais transgénicos tém sido elucidativos acerca do papel
protector desempenhado pela MT-I/II no cérebro lesado. Penkowa e seus colaboradores
(1999) relataram que ratinhos knockout para a MT-I/II possuiam uma falha na
recuperagao da lesdo apos uma criolesao cortical, realgada pelo aumento significativo na
apoptose neuronal (Penkowa et al., 1999). Apos estes estudos, t€ém sido notadas
recuperagdes neuronais deficientes em ratinhos knockout em MT-I/II apds véarios
traumas experimentais no SNC, incluindo lesdes com acido cainico (Carrasco et al.,
1998) e isquémia focal (Trendelenburg et al., 2002), enquanto ratinhos que sobre-
expressam a MT-I/Il mostram uma recuperagdo mais eficiente de lesdes (van Lookeren

Campagne et al., 1999; Giralt et al., 2002).

1.3. Regulacgéo do estado de activacao microglial

A inflamacdao no cérebro lesado tem um efeito dual, uma vez que protege o
cérebro da infeccdo mas também agrava as lesdes ocorridas. Para além disso, a
inflamacdo cerebral ¢ considerada um factor de risco para doencas neurodegenerativas,

tais como a DP e a DA (revisto por Yang et al., 2007). Varios estudos referem que a
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inflamacao cerebral ¢ iniciada por factores libertados por neurénios lesados e células da
glia e/ou por componentes infiltrantes do sangue resultantes de danos na BHE
(Taupenot et al., 1996; Pyo et al., 1999; Ryu et al., 2000, Ryu et al., 2002; Siao e Tsirka,
2002; Min et al., 2003). Durante a inflamagdo, ocorre a activagdo de mecanismos
reguladores negativos, de forma a prevenir um processo inflamatoério prolongado. Um
dos mecanismos que modula a inflamagdo cerebral envolve a expressao de reguladores
negativos, tais como citocinas anti-inflamatdrias e enzimas antioxidantes (revisto por
Yang et al., 2007). Os astrocitos e neurdnios tém também a capacidade de modular a
inflamacdo cerebral, através da supressdo da activacdo microglial (Kim e Joh, 2006),

conforme descrito nas secg¢des seguintes.

1.3.1. Regulacéo da activagdo microglial pelos astrocitos

As interacg¢des que ocorrem entre os astrocitos € a microglia apés danos no SNC
sio complexos e largamente inexplorados. E no entanto conhecido, que citocinas e
factores de crescimento sdo importantes mediadores da comunicagdo inter-glial. A
descoberta dos mecanismos moleculares precisos responsdveis pelas interacgdes
microglia-astrécitos tém sido dificeis de obter através do uso de modelos de lesdo in
vivo, e consequentemente, a maioria dos dados experimentais t€ém sido gerados por
estudos in vitro. Foi ja demonstrado que a morfologia microglial ¢ influenciada pelos
astrocitos, que desempenham um papel regulador importante na diferenciagdo e
desactivagao microglial (Streit et al., 1999). Varios autores descreveram o papel dos
astrocitos no processo de ramificagdo da microglia, apesar de ser uma questdo
controversa se sdo os factores astrociticos soluveis (Suzumura et al., 1990; Eder et al.,
1997; Eder et al., 1999) ou insoluveis (Liu et al., 1994: Tanaka e Maeda, 1996, Tanaka
et al., 1999a), que causam as mudangas na morfologia microglial. Dados da literatura
mostram que as células da microglia de rato modificam a sua morfologia de amebdide
para ramificada, quando cultivadas numa monocamada de astrdcitos (Liu et al., 1994;
Tanaka ¢ Maeda, 1996). No entanto, ndo conseguiram detectar mudangas na morfologia
microglial quando as células da microglia foram expostas ao meio condicionado por
astrocitos (MCA). A proliferagdo microglial também pode ser regulada através de
factores estimuladores de coldnias, tais como o M-CSF e GM-CSF, que sao produzidos

pelos astrocitos (Giulian e Ingeman, 1988; Malipiero et al., 1990; Sawada et al., 1990;
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Théry et al., 1992; Lee et al., 1994; Kloss et al., 1997). Estas células conseguem ainda
suprimir a fagocitose microglial (DeWitt et al., 1998) e a producdo da citocina pro-
inflamatoéria IL-12 (Aloisi et al., 1997) e iNOS (Vincent et al., 1997; Aloisi et al., 1997;
Pyo et al.,, 2003; Min et al., 2006). Recentemente foi reportado por Min e seus
colaboradores (2006) que os factores soluveis libertados por astrécitos capazes de
suprimir as respostas inflamatorias microgliais induzidas pelo IFN-y, através da
expressdo de heme oxigenase-1 (HO-1), sdo sensiveis ao calor e que se encontram
enriquecidos numa fracgao do MCA mais pequena que 3 kDa (Min et al., 2006).

Apesar da maioria dos estudos apontarem para uma relacdo meramente
unidireccional, a maioria das interac¢des astrocitos-microglia sdo provavelmente
reciprocas. Por exemplo, foi proposto que a IL-1 derivada da microglia regula a
proliferacao dos astrocitos (Giulian et al., 1988) e que a microglia pode expressar
moléculas da matriz extracelular, tais como a laminina (Rabchevsky e Streit, 1997),

expressdo essa que pode ser regulada pelos astrocitos.

1.3.2. Regulacao da activacdo microglial pelos neurénios

Os neurdnios regulam a activagdo microglial numa maneira dual. Os
gangliosidos existentes nas membranas neuronais e libertados em situacao de lesdao
(Derry e Wolfe, 1967) induzem a expressao/libertacdo de mediadores inflamatorios, tais
como a IL-1B, TNF-a e iNOS pela microglia (Pyo et al., 1999; Min et al., 2004). A
metaloproteinase 3 da matriz (MMP-3) libertada por neurdnios apoptdticos também
leva a sobre-expressdo da IL-1P, IL-6 e TNF-o na microglia e subsequentemente
exacerba a degenerag¢do neuronal (Kim et al., 2005). No entanto, outros estudos referem
efeitos anti-inflamatoérios dos neur6nios apoptdticos uma vez que estes reduzem a
producdo de TNF-a e NO, mas aumentam os niveis de TGF- na microglia (De et al.,
2003).

Os neuronios libertam também sinais que mantém a microglia no seu estado de
repouso e vigilancia (revisto por Hanisch e Kettenmann, 2007). Estudos recentes
demonstraram que os neurdnios sob condi¢des fisiologicas tém a capacidade de
suprimir a activagdo microglial em coordenacdo com os astrocitos no SNC (Hoek et al.,

2000). Uma glicoproteina, CD200 expressa na superficie dos neurdnios, mantém a

20



Controlo da activagdo microglial pelos astrocitos mesencefalicos: quais os mediadores soluveis envolvidos?

quiescéncia microglial através da ligacdo com o seu receptor CD200R na microglia
(Hoek et al., 2000). Foi observado em ratinhos knockout para a CD200, que a microglia
era activada espontaneamente levando ao aumento da expressio do CD11b e CD45,
assim como a perda da morfologia ramificada (Hoek et al., 2000). A actividade eléctrica
e factores soluveis libertados de neurdnios intactos mantém também a quiescéncia
microglial, levando a supressdo de moléculas MHC de classe II e de moléculas co-
estimulatorias para a apresentacdo antigénica (Figura 2) (Wei e Jonakait, 1999; revisto
por Neumann, 2001). Quando a integridade do parénquima do SNC ¢ perturbada, a
microglia é rapidamente activada, provavelmente como resultado da perda da inibi¢ao
pelos neurdnios ou por sinalizacdo de activagdo directa pelos neurdnios (Kim e Joh,

2006).

MHC 11,
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(CD40, CD8g)

Seluble
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Fig. 2. Manutenc¢do da quiescéncia microglial sob condicGes fisioldgicas normais no SNC. 4
activagdo da microglia ¢ suprimida pelos neuronios ou astrocitos sob condi¢oes normais. A
activagdo destas celulas é inibida pela ligagdo da CD200, uma glicoproteina expressa na
superficie dos neuronios, e ao seu receptor na microglia. A actividade eléctrica normal e os
factores soluveis libertados pelos neuronios (neurotransmissores e factores neurotroficos)
também suprimem a molécula MHC de classe Il microglial e os factores co-estimulatorios tais
como o CD40 e CD86. O TGB-f e a IL-10 secretados pelos astrocitos também inibem a
activagdo microglial (retirado de Kim e Joh, 2006).

1.3.3. Regulacéo da activagdo microglial por citocinas anti-inflamatorias

As fungdes da microglia podem ser reguladas por citocinas anti-inflamatérias
(Sawada et al., 1999). A IL-4, IL-10, IL-13 e TGF- sdo as citocinas anti-inflamatorias

mais amplamente caracterizadas, estando aumentadas na presenca de varios estimulos
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inflamatorios. Por exemplo, o LPS e a trombina estimulam a produgado de IL-4, IL-10 e
IL-13 nos astrocitos e/ou microglia (Mizuno et al., 1994; Kim et al., 2002; Shin et al.,
2004; Park et al., 2005). As fungdes anti-inflamatdrias destas citocinas t€ém sido
reportadas no cérebro assim como em outros tecidos (Sawada et al., 1999; Schilling et
al., 2001).

A IL-10 ¢ uma citocina produzida por uma grande diversidade de tipos celulares
tais como as células Th2, células B, macrofagos e mastdcitos, tendo variadissimas
funcdes, como por exemplo a inibicdo da produgdo de NO e da actividade da iNOS em
macrofagos murinos, bloqueando também a capacidade dos macrofagos agirem como
células apresentadoras de antigénios (revisto por Moore et al., 1993). Foi descrito por
Mizuno e seus colaboradores (1994), que as células no SNC, nomeadamente a
microglia, também produzem IL-10. No estudo realizado por Sawada e seus
colaboradores (1999), foram investigados os efeitos da IL-10 nas fun¢des microgliais
tais como na produgio de citocinas, produgdo do anido O2" e proliferagdo dependente
de factores de crescimento. Verificou-se que a IL-10 inibe a produ¢do de TNF-a e IL-
1B induzida pelo LPS, a actividade lisossomal ¢ a produgdo do anido O2"” numa maneira
dependente da concentragdo, mas nao afecta a proliferagdo da microglia dependente de
GM-CSF (Sawada et al., 1999).

A citocina anti-inflamatéria TGF-[3¢ uma citocina pleiotropica com
propriedades neurotréficas e imunosupressoras (Makwana et al.,, 2007). Foi
comprovado por Schilling e seus colaboradores (2001) que o TGF-B3 é um dos factores
soluveis libertados pelos astrocitos responsavel pela indu¢dao da ramificacdo microglial
(Schilling et al., 2001). Outros estudos onde usaram microglia ramificada crescida numa
monocamada de astrécitos, demonstraram o forte efeito inibitorio do TGF-BI na
proliferacdo da microglia (Jones et al., 1998), o que coincide com experiéncias in vivo
que sugerem que o TGF-B1 ¢ responsavel pela sub-regulagdo da resposta microglial
apos a ocorréncia de lesoes (Kiefer et al., 1993; Morgan et al., 1993).

Estas citocinas anti-inflamatoérias podem ainda regular a producao de EROs e
ERNs microglial, através da expressdo de enzimas antioxidantes e de arginase. A IL-10
e o TGF-PB induzem a expressio da HO-1 (Kutty et al., 1994; Lee e Chau, 2002),
enquanto a IL-4 e IL-13 originam a sobre-expressdo da arginase-1 (Rutschman et al.,
2001). A arginase transforma a arginina em ornitina e ureia, o que origina a deple¢ao de

arginina, um dos substratos da iNOS, resultando na inibi¢ao da geracdo de NO a partir
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de macrofagos activados e microglia (Rutschman et al., 2001). A IL-4 e IL-13, também
exercem os seus efeitos anti-inflamatorios através da indug¢do da morte de células

inflamatorias, como por exemplo as microglias (revisto por Yang et al., 2007).

1.3.4. Regulagéo da activagdo microglial por enzimas antioxidantes

A geragdo pela microglia de EROs sdo um importante mecanismo de defesa do
sistema nervoso contra microorganismos intracelulares e também de potencial dano para
os neuronios quando estas moléculas toxicas sao libertadas para o espago extracelular.
A activagdo microglial induzida por varios estimuladores inflamatdrios, incluindo a
proteina AP, plasminogénio, gangliosidos, IFN-y e LPS, origina a produgdo de EROs
(Kang et al., 2001; Min et al., 2003; Min et al., 2004; Min et al., 2006; Qin et al., 2004).
As enzimas antioxidantes, tais como a HO-1, a oxidoredutase da quinona-NADPH
(NQO) e a SOD, diminuem as respostas inflamatorias através da redugdo dos niveis
intracelulares de EROs (revisto por Yang et al.,, 2007). Entre estas enzimas
antioxidantes, o papel anti-inflamatorio da HO-1, que catalisa a conversdo do grupo
heme a biliverdina, mondxido de carbono (CO) e ido ferroso (Fe*), tem sido
caracterizado em detalhe (revisto por Maines, 1988). A descoberta de que em modelos
de encefalomielite autoimune experimental, a bilirrubina, convertida em biliverdina,
atenua os danos oxidativos no sitio da lesdo, confirma que a HO-1 desempenha uma
funcdo anti-inflamatoéria no cérebro (revisto por Liu et al., 2003). Recentemente foram
descritos os papéis anti-inflamatorios e antioxidantes da HO-1 na microglia (Min et al.,
2006; Bani-Hani et al., 2006). Todos os produtos da HO-1 suprimem a expressdao de
iINOS induzida pelo IFN-y e /ou a producao de TNF-a na microglia (Min et al., 2006;
Bani-Hani et al., 2006).

Os estimulos inflamatorios activam a expressdo de enzimas antioxidantes,
juntamente com a produg¢do de EROs. Sendo assim, estas enzimas previnem um
aumento prolongado dos niveis intracelulares de EROs, o que por sua vez regula a
expressao de mediadores inflamatérios € mantém a homeostase (revisto por Yang et al.,

2007).
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1.4. Neuroinflamacéo e doencas neurodegenerativas

Inflamacao ¢ a primeira resposta do sistema imunitario do nosso corpo a agentes
patogénicos ou irritacdo. Em condigdes agudas, esta protege o tecido contra agentes
invasores € promove a sua recuperacao. Por outro lado, quando mantida cronicamente
pode causar sérios danos ao tecido do proprio hospedeiro (Kim e Joh, 2006). Os
astrécitos e a microglia sdo os representantes cerebrais do sistema imunitario, e
conseguem actuar sob condigdes patoldogicas como células competentes imunitarias.
Apos activagdo, as células gliais reactivas adquirem varias competéncias potencialmente
neurotdxicas, como por exemplo, através da libertacdo de mediadores promotores de
inflamacdo e radicais oxidativos. Desde que esses factores se mantenham sobre um
controlo restrito, as células gliais reactivas desempenham um papel benéfico na defesa e
reparagao do SNC. No entanto, uma crescente activacao glial patologica, que envolve a
microglia e os astrdcitos, pode contribuir para danos secundarios nas células nervosas
(revisto por Markiewicz e Lukomska, 2006).

A inflamagao cerebral estd associada ao desenvolvimento de um grande niimero
de doencas neurorologicas, existindo varias evidéncias que demonstram o seu
envolvimento activo na patogénese de doencas tais como a DP, a EM, a DA e a
deméncia associada com o VIH (Banati et al., 1998; McGeer et al., 1988). A principal
caracteristica da neuroinflamagdo ¢ a activacdo da microglia (Kim et al., 2000). A
capacidade da microglia em responder selectivamente a moléculas envolvidas na
neurotransmissdo permite-lhes permanecer no seu estado de repouso de forma a
registarem continuamente a integridade fisioldgica do seu microambiente e reagirem
rapidamente no caso de disturbios patoldgicos (revisto por Yang e tal., 2007). Elas
respondem nao s6 a mudancas na integridade do parénquima cerebral mas também a
pequenas alteragcdes no seu microambiente, tais como desequilibrios na homeostase
ionica que precede mudancas patologicas (Gehrmann et al., 1993). Apesar de
desempenharem um papel critico na defesa do hospedeiro através da remocdo de
microorganismos invasores e células neoplasicas, ou através da secrecao de factores
neurotroficos, a microglia pode agravar os efeitos da inflamacao e causar degeneracao
neuronal (Kim e Joh, 2006). Através da libertacdo de moléculas toxicas ou através da
fagocitose de células vizinhas, a microglia activada pode formar um ciclo auto-continuo

de degeneracdo neuronal. Assim, a intervencdo nos processos de activa¢ao microglial

24



Controlo da activagdo microglial pelos astrocitos mesencefalicos: quais os mediadores soluveis envolvidos?

podera ser um promissor alvo terapéutico para o tratamento de um grande numero de

doencas neurodegenerativas (Kim e Joh, 2006).

1.4.1. Doenca de Parkinson

A DP ¢ uma doenga neurodegenerativa progressiva caracterizada por anomalias
motoras incapacitantes, tais como tremores, fraqueza muscular, rigidez, bradicinésia,
escassez de movimentos voluntarios e instabilidade postural (Fahn e Przedborski,
2000). Epidemiologicamente, a DP ¢ a segunda doenca neurodegenerativa mais comum
nos idosos, a seguir a DA, com uma prevaléncia de cerca de 360 por 100.000 e uma
incidéncia de 18 por 100.000, sendo responsavel por 80% dos parkinsonismos. Em
relacdo a etiopatogenia da DP, actualmente, a hipotese que € mais aceite, corroborada
por estudos com grande numero de pacientes, ¢ a de que a DP ¢ uma doenga
multifactorial com determinantes genéticos, ambientais e/ou relacionados com o
envelhecimento (Shannon, 2004).

As caracteristicas patoldgicas desta doenga incluem a degeneracao dos neurénios
dopaminérgicos na substantia nigra pars compacta (SNpc) com a consequente perda
das fibras que projectam para o estriado, associada a inclusdes citoplasmaticas
neuronais conhecidas como corpos de Lewy (revisto por Olanow e Tatton, 1999),
formados principalmente pela proteina neuronal a-sinucleina (Koo et al., 2008). Esses
agregados proteicos acumulam-se nos neurénios, onde ao ultrapassar um determinado
limiar acarretam neurotoxicidade com consequente morte neuronal e concomitante
reducdo da aferéncia dopaminérgica para o estriado (Koo et al., 2008).

Sob o aspecto neuroquimico, observa-se na DP que a degeneragdo de neurdnios
dopaminérgicos da via nigroestriatal, como se pode verificar na Figura 3, leva a uma
intensa redu¢do dos niveis de dopamina no estriado, bem como em outros nucleos da
base (Gerlach e Riederer, 1996). Correlagdes entre andlises clinicas e bioquimicas
mostram que os sintomas caracteristicos da DP comegam a aparecer quando
aproximadamente 60% e 80% dos conteudos de dopamina na SNpc e no putamen,

respectivamente, sao perdidos (revisto por Dauer e Przedborski, 2003).
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A. Normal B. Parkinson’s
Disease
Caudate
‘\
Putamen

[t~ Nigrostriatal
pathway \

Fig. 3. Neuropatologia da doenga de Parkinson. Representacdo ilustrativa da via
nigroestriatal normal (A) e na DP (B) (retirado de Dauer e Przedborski, 2003).

1.4.2. Activagédo da microglia e a DP

A presenga de stress oxidativo, actividade inflamatoéria e uma proliferacao
significativa da microglia, bem como um aumento do estado de activacao destas células,
sdo as caracteristicas patologicas mais significativas da DP (Kim e Joh, 2006). A
microglia esta presente em grandes quantidades dentro do cérebro, no entanto esta ndo
se encontra distribuida com uma densidade ou morfologia uniformes em todas as
regioes do cérebro. Esta heterogeneidade pode implicar uma sensibilidade desigual a
neurotoxicidade mediada pela microglia em diferentes regides do cérebro (Lawson et
al., 1990). Foi demonstrado por Kim e seus colaboradores (2000), que, no encéfalo, a
SN tem a mais alta densidade celular microglial, e que apos danos cerebrais, induzidos
por injeccao de LPS, a microglia se torna activa, o que provoca neurodegeneracao nesta
area (Kim et al., 2000). Os dados obtidos neste estudo provaram que os neurdnios
mesencefalicos sdo significativamente mais susceptiveis do que os neurdnios corticais
ou do hipocampo a processos de neurodegeneracdo mediada pela inflamagao, e esta
neurotoxicidade diferenciada pode ser atribuida, pelo menos em parte, as diferencas na

abundancia da microglia dentro desta regido especifica do cérebro. Para além da SN ser
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uma regido relativamente rica em microglia comparativamente a outras regides
cerebrais (Lawson et al., 1990; Kim et al., 2000), os neur6énios dopaminérgicos na SN
possuem um nivel reduzido de glutationa intracelular, tendo assim uma baixa
capacidade antioxidante, o que os torna significativamente mais susceptiveis a uma
grande variedade de danos, incluindo stress oxidativo e danos mediados pela microglia
activada (Kim et al., 2000). Sendo assim, os neuronios dopaminérgicos residem num
ambiente rico em microglia potencialmente perigoso, o que pode desempenhar um papel
activo na neurodegeneragdo selectiva caracteristica da DP (revisto por McGeer et al.,
2001).

A maior questdo acerca da vigilancia imunitaria do cérebro e a sua contribuigao
para as doengas neurodegenerativas estd relacionada com o balango delicado entre
citocinas pro- e anti-inflamatorias libertadas pelo ambiente glial. A avalia¢do ex vivo do
fluido cerebroespinhal de doentes de Parkinson ou EM revelou um predominio de
citocinas pro-inflamatorias, tais como a IL-1f3, IL-6 e TNF-o (Mogi et al., 1996; revisto
por Navikas e Link, 1996; Tarkowski et al., 1999; Vawter et al., 1996). Estas
observagoes levaram a hipdtese de que a desregulagdo da expressdo e secre¢ao de
citocinas derivadas da microglia, possa estar envolvida na etiopatogénese de varias
doencas neurodegenerativas (revisto por Rosenstiel et al., 2001).

A degeneracdo neuronal dopaminérgica mediada pela microglia activada foi
também demonstrada em estudos recentes através do uso de modelos animais. Foi
provado que a microglia desempenha um importante papel na degeneracdo neuronal
dopaminérgica induzida por rotenona (Gao et al., 2003) e foi também demonstrado que
a inibicao da activagdo microglial previne a perda neuronal dopaminérgica em ratinhos
tratados com MPTP (Wu et al., 2003). Este modelo da DP utiliza a neurotoxina MPTP
para induzir neurodegeneracdo nos neurénios dopaminérgicos, de forma a se estudar a
patogénese da doenga e testar estratégias neuroprotectoras.

Em resumo, a activacdo microglial € principalmente tencionada para a proteccao
neuronal fazendo parte do processo regenerativo. No entanto, em vdrias
neuropatologias, onde a inflamacdo cronica estd presente, os produtos inflamatdrios
derivados da microglia activada podem também contribuir para a perda neuronal
(revisto por Streit et al., 2008). Uma vez que os astrécitos sdo um dos principais
reguladores da activa¢do microglial, um maior conhecimento dos possiveis factores
libertados por estas células que previnam a passagem de um estado anti-inflamatorio da

microglia para um estado pro-inflamatorio, pode possibilitar novas abordagens no
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estudo das interacgdes astrocitos-microglia e no controlo da neuroinflamagdo em

situagdes patologicas.
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2. Objectivos

O objectivo geral do presente estudo foi investigar o efeito de mediadores
soluveis libertados pelos astrocitos na activagdo microglial induzida pelo agente
inflamatorio Zymosan A (ZyA) e avaliar a natureza desses mediadores.
Especificamente, os objectivos foram analisar a actividade fagocitica microglial,
induzida por diferentes concentragdes de ZyA (0.5 ¢ 5 pug/mL) e os niveis celulares de
EROs apds exposigdo a 5 ng/mL de ZyA; investigar o efeito do MCA nao fraccionado
ou diferentes fracgoes desse MCA (<3 kDa, <10 kDa, <30 kDa e <50 kDa) na
actividade fagocitica microglial e niveis de EROs; avaliar da expressdo de moléculas
tais como o GDNF, BDNF, MT-I, MT-II, MT-III, TGF-B1, NT-4, MANF e¢ CDNF
pelos astrocitos e averiguar qual a importancia do GDNF e da MT-I/II na modulagdo da

activagdo microglial pelos astrocitos.
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3. Materiais € Métodos

3.1. Materiais

Os frascos de cultura foram obtidos da BD Falcon e as placas de cultura da
Nunc. Os tubos de fraccionamento com membranas de poros de diferentes tamanhos
foram adquiridos a Centricon, Millipore (<3kDa), ¢ a Vivaspin, Sartorius (<10 kDa,
<30kDa e <50kDa). O anticorpo primario anti-CD11b de ratinho foi obtido da
Chemicon, o anticorpo primdrio anti-GFAP de galinha e o anticorpo anti-GDNF de
coelho foram adquiridos a Santa Cruz Biotechnology e o anticorpo anti-MT-I/II de
ratinho na Dako. O soro fetal bovino (FBS) foi obtido da Biochrom AG. O Hoescht, o
TRI, os deoxinucleétidos trifosfatados (d'NTPs), os Random Primers, o tampao First-
Strand 5x, o ditiotreitol (DTT) e a enzima Transcriptase reversa do virus da leucemia de
murino moloney (M-MLV RT), as microesferas de poliestireno, o 2,7 -diacetato de
diclorofluoresceina (DCFDA) e o anticorpo secundario Alexa Fluor® 546, cabra anti-
ratinho e o Alexa Fluor® 488, cabra anti-galinha foram obtidos na Invitrogen. O MgCl,,
o tampao A 10x, os d'NTPs utilizados para a reaccdo de cadeia polimerase via
transcriptase reversa (RT-PCR) e a Tag DNA Polymerase foram adquiridos a Vivantis e
os primers a Stab Vida. O loading buffer 10x foi adquirido na Takara. Todos os outros

reagentes foram adquiridos a Sigma-Aldrich ou Merck.

3.2. Culturas de células gliais do mesencéfalo ventral

Os animais foram manipulados de acordo com os requisitos éticos nacionais para
a investigacdo animal, e de acordo com a Conveng¢do Europeia para a Protec¢do de
Animais Vertebrados Usados para Fins Experimentais e Outros Fins Cientificos. Foram
preparadas culturas de células da glia do mesencéfalo ventral baseadas em protocolos
previamente descritos (Culbert et al., 2006; McCarthy e de Vellis 1980; Saura et al.,
2003). Brevemente, o mesencéfalo ventral (Figura 4) foi obtido a partir de cérebros de
ratos Wistar recém-nascidos com 3-5 dias e colocado em tampao fosfato salino (PBS:

NaCl 140 mM, KCl 2,7 mM, KH,PO4 1,5 mM e Na,HPO4 8,1 mM, pH 7.4) frio.
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VTA
. SN -

Fig. 4. Representacdo da seccdo coronal do cérebro de rato que define a zona pretendida para
disseccdo — o0 mesencéfalo ventral. SN: substantia nigra: VIA: drea tegmental ventral (retirado de
Staal et al., 2007).

Seguidamente foram retiradas cuidadosamente as meninges, € o mesencéfalo
ventral foi mecanicamente dissociado por ressuspensdo utilizando uma pipeta de 5 mL,
seguido de 5-10 passagens sequenciais através de pontas estéreis com orificios de
tamanho 20G, 21G e 25G. Finalmente a suspensdo celular foi passada através de um
filtro de nylon com poro de 70 um, e centrifugada durante 10 min a 230 x g a
temperatura ambiente (3K18C Bioblock Scientific; Sigma Laboratory Centrifuges). O
sobrenadante foi removido e as células foram ressuspensas em meio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) com alta concentracdo de glucose suplementado
com 10% de FBS, 100 unidades/mL penicilina e 100 pg/mL estreptomicina. Fez-se uma
diluicdo 1:1 da suspensao celular obtida com azul de tripano a 0,4% em NaCl a 0,9%. A
utilizagdo desta solugdo baseia-se no principio de que células vidveis apresentam
membranas intactas, que evitam a entrada do corante, enquanto membranas de células
mortas metabolicamente inactivas (ndo vidveis) nao conseguem evitar a penetracao do
corante na célula. A partir dessa diluicdo contaram-se as células vidveis (ndo coradas)
ao microscopio Optico utilizando uma camara de Neubauer. Apods as dilui¢cdes
necessarias em DMEM, as células foram cultivadas em frascos de cultura de 75 cm?,
previamente revestidos com poli-D-lisina, numa densidade de 13.33 x 10° células/cm’.
As culturas foram mantidas numa incubadora a 37°C numa atmosfera humidificada
contendo 5% de CO; e 95% de ar. O meio de cultura foi mudado a cada 3-4 dias, sendo

as primeiras mudangas realizadas com troca de apenas metade do volume total por meio
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novo, ¢ a ultima mudanga feita com troca de todo o meio por meio novo, de forma a
remover detritos celulares resultantes do processo de isolamento.

Ap6s 9-10 dias in vitro (DIV), as culturas foram agitadas a 160-200 rpm
(AGITORB200, Aralab) durante 2 horas a 37°C, de modo a separar as células da
microglia para o sobrenadante, permanecendo os astrocitos na monocamada aderente ao
frasco de cultura. O sobrenadante foi recolhido e centrifugado durante 8 min a 230 x g,
a temperatura ambiente (3K 18C Bioblock Scientific; Sigma Laboratory Centrifuges). O
sedimento resultante foi ressuspendido em DMEM (9 mL por cada frasco de cultura de
75 cm®) e as microglias foram cultivadas em placas de 24 (contendo lamelas) ou 48
pocos, previamente revestidas com poli-D-lisina, ¢ mantidas a 37°C numa atmosfera
humidificada contendo 5% de CO, e 95% de ar, durante 13 DIV. O meio foi mudado a
cada 3-4 dias, sendo todas as mudancas realizadas com troca de metade do volume total
por meio novo.

Apbs o processo de agitagdo, os astrocitos foram mantidos em DMEM durante
1-3 dias numa incubadora a 37°C numa atmosfera humidificada contendo 5% de CO; ¢
95% de ar, até atingirem a confluéncia. Nesta fase, e para inibir a divisdo celular
astrocitica foi adicionado citocina 3-D-arabinofuranosida (Ara-C) de forma a obter uma

concentragdo final de 10 uM.

3.3. Obtencdo do MCA

Vinte e quatro horas apds a adi¢do de Ara-C procedeu-se ao condicionamento
dos astrocitos através da aspiragao de todo o meio em cada frasco de cultura, sendo
substituido por 10 mL de DMEM. As células foram mantidas na incubadora e depois de
24 horas, recolheu-se 0 MCA e procedeu-se ao seu armazenamento a -80°C. Na Figura
5 encontra-se esquematizado o tratamento das culturas de astrdcitos para obtencdo do

MCA.
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Fig. 5. Esquema representativo do tratamento das culturas de astrcitos.

3.4. Fraccionamento do MCA e DMEM

O fraccionamento do MCA e DMEM (controlo) foi feito em tubos de
fraccionamento contendo membranas com poros de diferentes tamanhos, permitindo a
passagem de moléculas com diferentes pesos moleculares (até 3 kDa, 10 kDa, 30kDa e
50kDa). Os tubos de fraccionamento foram previamente esterilizados em etanol 70%
durante duas horas, lavados com H,O Mili-Q estéril. O MCA e DMEM foram
colocados nestes tubos e centrifugados durante 15 minutos a 2157 x g (3K18C Bioblock
Scientific; Sigma Laboratory Centrifuges) para os tubos de fraccionamento de 10 kDa,
30kDa e 50kDa, ou durante 8 horas a 2028 x g (Heraeus Multifuge 1S-R Centrifuga,
Thermo Electron Corporation) para os tubos de fraccionamento de 3 kDa. Apos o
fraccionamento, 0 MCA ou DMEM foi aplicado as culturas de microglia, conforme

descrito na secgao 3.5.

3.5. Tratamento das culturas de microglia

As microglias do mesencéfalo ventral permaneceram em cultura até ao 13° DIV,
altura em que foram expostas a DMEM (controlo) ou MCA ndo fraccionado ou a
fracgOes destes meios com diferentes pesos moleculares ( <3 kDa, <10 kDa, <30kDa e
<50kDa). Apds 24 horas foi aplicado o estimulo inflamatorio, ZyA, numa concentracao
de 0.5 ou 5 pg/mL, e passadas 24 horas avaliou-se a actividade fagocitica da microglia,
conforme descrito na sec¢do 3.7. Na Figura 6 estd resumido o tratamento das culturas da

microglia.
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Fig. 6. Esquema representativo do tratamento das culturas de microglia.

3.6. Adicéo dos anticorpos anti-GDNF e anti-MT as culturas de microglia

Para a averiguacdo do papel desempenhado pelo GDNF e pela MT-I/Il na
modulacdo da actividade fagocitica microglial pelos astrdcitos, foi adicionado ao MCA
o anticorpo anti-GDNF de coelho (1:1000) ou anti-MT-I/II de ratinho (1:1000). Apods
uma incubacdo de 15 min, a temperatura ambiente, 0o MCA foi adicionado as culturas de
microglia conforme descrito na sec¢do 3.5. As culturas foram entdo tratadas com 0.5
png/mL de ZyA nas experiéncias com anti-MT ou 5 pg/mL de ZyA para as experiéncias

usando anti-GDNF.

3.7. Avaliacdo da actividade fagocitica da microglia

A fim de avaliar a resposta fagocitica das culturas de microglia, depois da
exposicao ao MCA (ou DMEM) e ao ZyA, as células foram incubadas com 0.01% de
microesferas de poliestireno (1 um) durante 15 min. As células foram depois lavadas
com DMEM para remover as microesferas que ndo foram encapsuladas e foram entio
fixadas em paraformaldeido a 4%, durante 20 min. De seguida procedeu-se a
marcag¢ao dos nucleos com o corante fluorescente Hoescht. Para isso, as células foram
permeabilizadas com PBS contendo 1% de Triton X-100 durante 5 min e incubadas
com Hoescht, dissolvido em PBS contendo 0.1% de Tween-20 (PBS-T) a uma
concentragdo final de 2 uM, durante 10 min. A esta incubag¢do seguiram-se trés
lavagens sequenciais com PBS-T. As células com aparéncia fluorescente fortemente

ponteada, células fagociticas, e o nimero total de células foram contadas num
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microscopio de fluorescéncia invertido Zeiss (Axiobserver Z1, Zeiss), com uma
ampliacao de 63x. Em cada experiéncia independente, foram analisados 80 campos € o
nimero de células fagociticas foi apresentado como percentagem relativamente ao

namero total de células.

3.8. Avaliagado da pureza das culturas de microglia

A pureza das culturas primarias de microglia foi avaliada por imunocitoquimica,
utilizando anticorpos especificos para CD11b (marcador de microglia) e GFAP
(marcador de astrocitos). Para tal, as microglias foram fixadas em paraformaldeido 4%
durante 20 min antes da permeabilizagdo com PBS contendo 1% de Triton X-100
durante 5 min a temperatura ambiente. Apos aspiracdo da solugdo de permeabilizagao,
foi adicionada a solucdo de bloqueio (PBS-T contendo 20% de FBS) durante 3 horas a
temperatura ambiente. Depois da lavagem com PBS-T, as células foram entdo
incubadas durante 2 horas a temperatura ambiente com os seguintes anticorpos
primérios (diluidos em PBS-T contendo 1% de FBS): anti-CD11b de ratinho (1:150) e
anti-GFAP de galinha (1:800). Depois de seis lavagens sequenciais com PBS-T, de
modo a remover o excesso de anticorpo primario, as células foram incubadas durante 1
hora com os anticorpos secundarios (diluidos em PBS-T contendo 1% de FBS)
apropriados conjugados a Alexa Fluor® 546, cabra anti-ratinho (1:1000), ou Alexa
Fluor® 488, cabra anti-galinha (1:1000). As células positivas para CD11b e GFAP
foram contadas em 80 campos diferentes utilizando um microscépio de fluorescéncia

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

3.9. Medicao dos niveis de EROs

Para se detectar a producdo de EROs, foi utilizado o composto DCFDA. O
principio deste ensaio baseia-se na introdu¢do da sonda nao-fluorescente DCFDA no
interior das células, originando o substrato oxidavel 2',7'-diclorofluoresceina (DCFH).
O DCFDA ¢ um composto estavel, ndo fluorescente e lipofilico que facilmente
atravessa a membrana das células (Robinson, 1998). Dentro da célula, enzimas

citosolicas (esterases) desacetilam o DCFDA para formar o DCFH o qual, devido a
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sua polaridade, fica confinado no citoplasma. As EROs geradas durante o burst
respiratorio oxidam o DCFH formando o 2',7'-diclorofluoresceina oxidado (DCFoxi),
que possui fluorescéncia verde, cujo espectro apresenta um pico para um comprimento
de onda de excitacdo a 485 nm e de emissdo a 535 nm. A fluorescéncia verde
produzida pela formac¢ao de DCFoxi ¢ proporcional a capacidade oxidativa da célula.
Desta forma a intensidade da fluorescéncia intracelular torna-se uma medida dos
metabolitos oxidativos produzidos pelas células, em particular do H,O, (Bass et al.,
1983). As células expostas ao ZyA durante 24 horas foram incubadas com 10 pM de
DCFDA (preparado em DMEM), 2 horas a 37°C, antes do final do tempo de
incubagdo. A fluorescéncia emitida foi lida no espectrofluorimetro (FluoroMax®-4;
Horiba) utilizando um comprimento de onda de excitacdo a 485 nm e de emissdo a

535 nm.

3.10. Extraccao de RNA total

Apo6s recolha do MCA, os astrocitos foram lisados com o reagente TRI (0.1
mL/cm?), de acordo com o protocolo do fabricante, para a extrac¢do de RNA total. De
seguida, foram adicionados 200 pL de cloroférmio por cada mL de TRI utilizado para
a extraccdo do RNA, apds o qual se procedeu a uma centrifugacdo a 12000 x g,
durante 15 min a 4°C (Mikro 200R, Hettich Zentrifugen), de modo a causar a
separagdo da mistura em trés fases: uma fase organica inferior vermelha onde se
encontram as proteinas, a interface onde esta o DNA e uma fase aquosa superior
incolor onde reside o0 RNA. Esta tltima fase foi recolhida para um novo tubo, onde se
adicionou 500 pL de isopropanol por cada mL de TRI utilizado, de modo a precipitar
o RNA. Apdés uma centrifugagdo a 12000 x g, durante 15 min a 4°C (Mikro 200R,
Hettich Zentrifugen), removeu-se o sobrenadante, e lavou-se o sedimento de RNA
através da adi¢ao de etanol 75% a — 20°C (1 mL por cada mL de TRI usado). Depois
de uma tultima centrifugagcdo a 7500 x g durante 10 min a 4°C (Mikro 200R, Hettich
Zentrifugen), o sobrenadante foi eliminado e o sedimento foi seco ao ar durante 5-10
min. O sedimento contendo o RNA foi ressuspendido em 20 pL de agua tratada com
0.01 % de dietil pirocarbonato (DEPC) e foi aquecido a 60°C durante 4-5 min. Os
niveis de RNA total foram quantificados através do uso do espectofotometro UV/Vis

NanoPhotometer™ (Implen), onde foi lida a densidade optica (OD) a 260 e 280 nm. A
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concentragdo de RNA total foi calculada com base na ODy e no coeficiente de
extingao para o RNA, tendo em conta o factor de diluicao utilizado. A integridade do
RNA foi analisada através da razdo Asg/ Asgy, onde valores entre 1,7 e 2 foram

considerados adequados.

3.11. Sintese de cDNA

Para a sintese de 4cido desoxirribonucleico complementar (cDNA) a partir de
RNA total de astrécitos, foram preparadas duas misturas (mix; € mix;), cujo volume ¢
referente ao numero de amostras utilizadas mais uma (n+1). A mix; consistiu em
Random Primers (concentracdo final 0.3 pg/uL) e d’NTPs (concentragdo final 1.0
mM), e a mix; em 4 pL de tampao First-Strand 5x [Tris-HCl 250 mM (pH 8.3 a
temperatura ambiente), KCI 375 mM e MgCl, 15 mM], DTT (concentragdo final
0.025 M), M-MLV RT (concentracdo final 20U/uL) e agua DEPC. Foi utilizado, para
cada amostra, 10 uL da mix;, juntamente com o volume de RNA total correspondente
a lpg. Esta mistura foi incubada no termociclador (My Cycler'™, thermal cycler,
Biorad) durante 5 min a 65°C. De seguida os tubos foram retirados do termociclador e
foram-lhes adicionados 8 puL da mix2, sendo novamente incubados no termociclador

10 seg a 25°C, 60 min a 37°C e 15 seg a 75°C.

3.12. RT-PCR

Os primers para o GDNF, o BDNF, o factor neurotréfico derivado dos astrocitos
mesencefalicos (MANF), a MT-I, a MT-IIA, e a MT-III foram obtidos a partir dos
seguintes artigos (Hashimoto et al., 2005; Zhao et al., 2004, Tadimalla et al., 2008; Liu
et al., 2007; Sogawa et al., 2001, respectivamente). Os primers para a NT-4, o TGF-
B1, o factor neurotrofico dopaminérgico conservado (CDNF) e para a desidrogenase
do gliceraldeido 3-fosfato (GAPDH) foram desenhados através do software Beacon

Designer 7.2 (Premier Biosoft), tendo-se obtido as seguintes sequéncias apresentadas

na Tabela 1.
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Tabela 1. Caracteristicas dos primers especificos para 0o GDNF, BDNF, MANF, MT-1, MT-IIA,
MT-I11, NT-4, TGF-A1, CDNF e GAPDH, usados para as reac¢des de RT-PCR.

Tamanho
. A do Ciclo
Primer Sequéncias
q produto PCR
RT-PCR
95°C5’
Forward 95°C 40> 45
GDNF 5> ATTCCTGGCGTTACCTTG 3’ 368 pares de | 59°C 30"’
Reverse bases (bp) 72°C 40’ ciclos
5’ CTGTATTCCGTCTCCTTGG 3’ 72°C 5°
95°C 5’
Forward 95°C 40" 45
5" CGTGATCGAGGAGCTGTTGG 3’ 57°C 30"
BDNF Reverse 343bp 72°C 407 ciclos
5" CTGCTTCAGTTGGCCTTTCG 3’ 72°C 5°
95°C 2’
Forward 94°C 30" 40
5" CGTGATCGAGGAGCTGTTGG 3 60°C 30"
MT-I1I Reverse 236bp 72°C 30° ciclos
5" CTGCTTCAGTTGGCCTTTCG 3’ 72°C 5°
95°C 5’
Forward 95°C 40" 45
5" TGCAAAGGCTGTGCAGAGAAG 3”7 57°C 30"
MANF Reverse 130bp 72°C 407 ciclos
5" ATGAACTGCTGTTTCCCTCCG 3’ 72°C 57
95°C 2’
Forward 94°C 30" 40
5" TGTGCCACAGATGGATCCT 3’ 52°C 30"
MT-TIA Reverse 126bp 72°C 30° ciclos
5" GCAGCCCTGGGAGCACTT 37 72°C 5°
95°C 2’
Forward 94°C 30" } 40
5" TGTGCCTGAAGTGACGAACAG 3” 53°C 30"
MT-I Reverse 122bp 72°C 30° ciclos
5" TTCACATGCTCGGTAGAAAACG 3’ 72°C 57
95°C 5’
Forward 95°C 40" 45
NT-4 5" GGATGGCTCGACTGCTCTAC 3’ 120b 60°C 30"
Reverse P 72°C 407 ciclos
5" AAACCCCATTTGGTTTCCTC 3° 72°C 57
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95°C 5’
Forward 95°C 40" 40
5" ATTCCTGGCGTTACCTTG 3” 59°C 307"
TGF-p1 Reverse 116bp 72°C 40° ciclos
5" CTGTATTCCGTCTCCTTGG 3’ 72°C 5’
95°C 5’
Forward 95°C 40" 40
CDNE 5" GATTCTACAACTCCTTGCTAAC 3’ 63b 58°C 307 )
Reverse P 72°C 40’ ciclos
5" GCTCTTCCTCTATGGTATCG 3’ 72°C 5’
95°C 5’
Forward 95°C 40" } 45
5" ATCACCATCTTCCAGGAGCG 3’ 60°C 30"
GAPDH Reverse 325bp 72°C 40’ ciclos
5" GATGGCATGGACTGTGGTCA 3’ 72°C 5’

Foi preparada uma mistura com os primers adequados (concentracio final de
0.02 pmol/pL para os todos os primers, com a excep¢do dos primers para a MT, com
uma concentracao final de 1 pmol/uL), MgCl, (concentragdo final 2 mM), 5 pL de
tampdo A 10x (KCI 500 mM, Tris-HCI 100 mM, pH 9.1 a 20°C, e 0.1% Triton"" X-
100), d'NTPs (concentragao final 0.2 mM), Tag DNA Polymerase (concentragdo final
2U/uL) e 4gua DEPC até perfazer um volume final de 49uL, aos quais se adicionou
IuL de cDNA. O RT-PCR foi efectuado com cinco amostras bioldgicas, através do
uso do termociclador (My Cycler™, thermal cycler, Biorad). Os niveis de expressio
relativos de mRNA foram normalizados utilizando-se o GAPDH como controlo
interno e foi usado como controlo negativo da reac¢do uma mistura com os primers
adequados, sem adicdo de cDNA. Os produtos de RT-PCR amplificados foram
submetidos a uma electroforese em gel de 1% agarose para o GDNF, BDNF e MT-III
ou em gel de 2% agarose para o TGF-B1, NT-4, MANF, CDNF, MT-I e MT-II sendo
depois visualizados sob luz ultravioleta. O loading buffer 10x foi utilizado a uma
concentragdo final de 0.25 pg/uL, sendo constituido por dodecilsulfato de sodio (SDS)
1%, 0.05 % de azul de bromofenol e 50% de glicerol.
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3.13. Analise de dados e estatistica

Os dados foram expressos como percentagem de células fagociticas
relativamente ao nimero total de células, ou como percentagem relativamente aos
valores obtidos em condi¢des controlo (conforme indicado) e representam a média = o
erro padrdo da média (S.E.M.) de pelo menos trés experiéncias, realizadas em
triplicado, em culturas de células independentes. A andlise dos dados obtidos foi
efectuada com o programa GraphPad Prism versao 4.0 para Windows, GraphPad
Software, San Diego California, USA. A analise estatistica foi efectuada usando o
teste one-way ANOVA seguido do teste Bonferroni's Multiple Comparison. Os

valores de p <0.05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4. Resultados

4.1. Efeito do MCA na actividade fagocitica da microglia induzida pelo

agente inflamatorio ZyA

A determinacdo da pureza das culturas primarias de microglia, avaliada por
imunocitoquimica, conforme descrito na sec¢do 3.8, revelou uma pureza microglial de
aproximadamente 80%. Para a determinacdo do efeito do MCA na actividade
fagocitica microglial induzida por ZyA, as culturas de microglia do mesencéfalo
ventral, foram expostas a MCA (ou DMEM - controlo), e posteriormente tratadas com
diferentes concentragdes de ZyA (0.5 e 5 ug/mL). Foi realizada a quantificacdo das
células com aparéncia fluorescente fortemente ponteada, referidas como células
fagociticas, e o numero total de células. Os resultados obtidos encontram-se

representados na Figura 7.

A)

Control

ZyA 0.5 pg/mL MCA + ZyA 05 pg/mL

N 4

LyAS pg/mL MCA + ZyA 5 pgfmL

.
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Fig. 7. Efeito do MCA na actividade fagocitica microglial apés exposicao a diferentes concentragdes
de ZyA. A. Imagens de fluorescéncia representativas das culturas microgliais pré-condicionadas
durante 24h com DMEM (controlo-Ctrl) ou MCA, expostas a 0.5 ou 5 ug/mL de ZyA por um periodo
adicional de 24h e posteriormente incubadas com microesferas fluorescentes. As imagens foram
obtidas através de um microscopio de fluorescéncia invertido Zeiss (Axiobserver Z1, Zeiss); ampliagdo
63x, escala: 20 um. B. Quantificagdo das células fluorescentes ponteadas brilhantes (setas em A) apos
exposi¢do a DMEM ou MCA e 0.5 ou 5 ug/mL de ZyA. Os dados apresentados sdo expressos em
percentagem de células fagociticas relativamente ao numero total de células e representam a média £
SEM de 7 experiéncias independentes realizadas em triplicado. **P <0.01 e ***P <0.001 quando

comparado com o controlo, "P <0.05 e *P <0.01 quando comparado com 0.5 ug/mL de ZyA, * P <0.05

e 4P <0.001 quando comparado com 5 ug/mL de ZyA.

Os resultados mostram que ambas as concentragdes de ZyA, com meio nao
condicionado pelos astrécitos, aumentaram a actividade fagocitica microglial, com um
maior efeito para a concentracdo mais alta de ZyA (26.44 + 2.27, 61.28 £ 10.49 ¢ 77.96 +
11.30% de células fagociticas, relativamente ao niumero total de células, para as condigdes
controlo, 0.5 ¢ 5 ug/mL ZyA, respectivamente). Como se pode verificar na Figura 7, com a
concentragdo de 0.5 pg/mL houve um aumento no nimero de células microgliais
fagociticas de 131.7%, enquanto que para a concentragdo de 5 pg/mL, o efeito foi mais
pronunciado, com um aumento de 194.9%, relativamente a situa¢do controlo. A pré-
incubagdo com o MCA foi capaz de prevenir o aumento da actividade fagocitica induzida
pelo ZyA, em ambas as concentracdes utilizadas, mantendo o nimero de células

fagociticas em niveis de controlo (27.75 + 1.89 e 42.89 + 6.95% de células fagociticas,
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relativamente ao numero total de células, para as condigdes MCA com 0.5 ng/mL de ZyA
e MCA com 5 pg/mL ZyA, respectivamente). Verificou-se também que a presenca de

MCA, por si so, ndo influencia a actividade fagocitica da microglia, quando comparada

com a situagao controlo.

4.2. Medicao dos niveis de EROs

Foi ainda avaliado outro marcador funcional do estado de activagao da
microglia, os niveis de EROs, através da utilizagdo do composto DCFDA. Assim, os
niveis de EROs foram medidos apds incubagdo da microglia com DMEM (controlo) ou

MCA e posterior exposicao a 5 pg/mL de ZyA. Os resultados obtidos encontram-se

representados na Figura 8.
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Fig. 8. Medigdo dos niveis de EROs através da adicdo de DCFDA. Os dados apresentados sdo
expressos em percentagem de controlo (Ctrl) e representam a média + SEM de 3 experiéncias

independentes realizadas em triplicado.

Nao se observaram aumentos significativos na producdo microglial de EROs na
presenga de 5 pg/mL de ZyA, quando comparado com as culturas controlo, para os
tempos de incubagdo utilizados (140.92 + 41.36%, relativamente ao controlo). A adi¢do
de MCA previamente a incubagdo das células microgliais com o estimulo inflamatorio

ndo causou diferencas significativas nos niveis de EROs relativamente a situacdo
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controlo e a presenca de 5 pug/mL de ZyA (123.45 £ 18.66%, relativamente ao

controlo).

4.3. Efeito de fraccbes de diferentes pesos moleculares do MCA na

actividade fagocitica da microglia induzida por 0.5 ug/mL de ZyA

Como tentativa de restringir os possiveis factores soluveis libertados pelos
astrocitos com capacidade de modulagdo da actividade fagocitica da microglia, foram
inicialmente preparadas fraccoes de MCA (ou DMEM) com pesos moleculares <50
kDa. As culturas de microglia foram entdo expostas a estas fraccdes de MCA (ou
DMEM), e tratadas posteriormente com 0.5 pg/mL de ZyA. O numero de células
fagociticas, assim como o numero total de células foram contados. Os resultados

encontram-se representados na Figura 9.
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Fig. 9. Numero de células fagociticas nas culturas de microglia do mesencéfalo ventral expostas a
fraccdo de peso molecular <50 kDa do MCA ou DMEM (controlo-Ctr) e posteriormente
incubadas com 0.5 pg/mL de ZyA. Os dados apresentados sdo expressos em percentagem de
células fagociticas relativamente ao numero total de células, e representam a média + SEM de 3
experiéncias independentes realizadas em triplicado. P <0.001 quando comparado com o
controlo, "™P <0.001 quando comparado com o ZyA.

Verificou-se que com uma concentragdo de 0.5 pg/mL de ZyA, na auséncia de
condicionamento pelos astrocitos, ocorreu um aumento na actividade fagocitica

microglial para a frac¢do <50 kDa de DMEM (30.84 + 5.03% e 69.64 + 1.96% de

44



Controlo da activagdo microglial pelos astrocitos mesencefalicos: quais os mediadores soluveis envolvidos?

células fagociticas, relativamente ao niumero total de células, para as condigdes controlo
e 0.5 pg/mL de ZyA, respectivamente). Verificamos assim que, nestas condi¢des, houve
um aumento de 125.8% no numero de células fagociticas, relativamente a situacdo
controlo, como se pode verificar na Figura 9. A frac¢do <50 kDa de MCA impediu a
activa¢ao da microglia induzida por 0.5 pg/mL de ZyA, mantendo o numero de células
fagociticas em niveis de controlo (32.48 + 3.72% de células fagociticas, relativamente
ao numero total de células). Sendo assim, foi decidido testar fracgdes de MCA com
menores pesos moleculares (<30 kDa, <10 kDa e <3 kDa) e verificar o seu efeito na
actividade fagocitica da microglia induzida por 0.5 pg/mL de ZyA, como representado

nas Figuras 10, 11 e 12.
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Fig. 10. Namero de células fagociticas nas culturas de microglia do mesencéfalo ventral expostas
a fraccdo de peso molecular <30 kDa do MCA ou DMEM (controlo-Ctr) e posteriormente
incubadas com 0.5 pg/mL de ZyA. Os dados apresentados sdo expressos em percentagem de
células fagociticas relativamente ao numero total de células, e representam a média £ SEM de 3
experiéncias independentes realizadas em triplicado. P <0.001 quando comparado com o
controlo, "™ P <0.001 quando comparado com o ZyA.
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Fig. 11. Namero de células fagociticas nas culturas de microglia do mesencéfalo ventral expostas a
fraccéo de peso molecular <10 kDa do MCA ou DMEM (controlo-Ctr) e posteriormente incubadas
com 0.5 pg/mL de ZyA. Os dados apresentados sdo expressos em percentagem de células fagociticas
relativamente ao numero total de células, e representam a média £ SEM de 3 experiéncias
independentes realizadas em triplicado. = P <0.001 quando comparado com o controlo, "P <0.05 e

P <0.001 quando comparado com o ZyA.
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Fig. 12. Nimero de células fagociticas nas culturas de microglia do mesencéfalo ventral expostas
a fraccdo de peso molecular <3 kDa do MCA ou DMEM (controlo-Ctr) e posteriormente
incubadas com 0.5 pg/mL de ZyA. Os dados apresentados sdo expressos em percentagem de
células fagociticas relativamente ao numero total de células, e representam a média = SEM de 3
experiéncias independentes realizadas em triplicado. P <0.001 quando comparado com o
controlo, "™P <0.001 quando comparado com o ZyA.
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Os resultados obtidos mostram que com uma concentragao de 0.5 pg/mL de
ZyA, na auséncia de condicionamento pelos astrécitos, houve um aumento na
actividade fagocitica microglial em todas as frac¢des de DMEM testadas (81.28 + 0.74;
71.57 = 4.52 e 78.78 + 4.93% de células fagociticas, relativamente ao niumero total de
células fagociticas, para as condigdes tratadas com ZyA, para as fracgdes de peso
molecular inferiores a 3 kDa, 10 kDa e 30 kDa de DMEM, respectivamente). Nas
situacdes controlo, para as fraccdes de DMEM inferiores a 3 kDa, 10 kDa e 30 kDa, a
percentagem de células fagociticas foi de 22.86 + 4.56; 28.77 + 4.70 e 27.66 + 2.47%,
respectivamente. Podemos assim verificar que houve um aumento de 255.6%, 148.8% e
184.8%, na actividade fagocitica da microglia na presenca de 0.5 pg/mL de ZyA,
relativamente a situagdo controlo, para as frac¢des de peso molecular inferiores a 3 kDa,
10 kDa e 30 kDa, respectivamente. Todas as fraccdes testadas de diferentes pesos
moleculares do MCA impediram a activacdo da microglia induzida por 0.5 pg/mL de
ZyA, mantendo o numero de células fagociticas em niveis de controlo (31.48 + 2.66;
45.52 +£7.32 e 34.35 £ 7.46% de células fagociticas, relativamente ao nimero total de
células, para as fracg¢des inferiores a 3 kDa, 10 kDa e 30 kDa, respectivamente). O
efeito observado parece dever-se essencialmente, a presenca de moléculas no MCA com

peso molecular inferior a 3 kDa.

4.4. Efeito de fraccbes de diferentes pesos moleculares do MCA na

actividade fagocitica da microglia induzida por 5 ug/mL de ZyA

Para se examinar o efeito de frac¢des do MCA com diferentes pesos moleculares
na regulacdo da actividade fagocitica microglial induzida por um estimulo inflamatoério
mais intenso, 5 pg/mL de ZyA, foram preparadas fraccdes de MCA (ou DMEM-
controlo) de distintos pesos moleculares (<50 kDa, <30 kDa e <10 kDa) e foram
aplicadas nas culturas de microglia, sendo estas posteriormente activadas com 5 pg/mL
de ZyA. As células fagociticas assim como o numero total de células foram contados.

Os resultados obtidos encontram-se representados nas Figuras 13,14 e 15.
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Fig. 13. Nimero de células fagociticas nas culturas de microglia do mesencéfalo ventral expostas
a fraccdo de peso molecular <50 kDa do MCA ou DMEM (controlo-Ctr) e posteriormente
incubadas com 5 pg/mL de ZyA. Os dados apresentados sdo expressos em percentagem de células
fagociticas relativamente ao numero total de células, e representam a média = SEM de 3
experiéncias independentes realizadas em triplicado. 'P <0.05 e =~ P <0.001 quando comparado
com o controlo, P <0.01 e ™P <0.001 quando comparado com o ZyA, “P <0.05 quando

comparado com o MCA.

@ 1001
E 904 T
53
80
%% ++
70
T #
é‘c 604 Fk
g T
g8 s0q
g g 404 HHE
3 ——
W g 304
38
T
0 104
D-
Cir - T + MCA &30 kDa)
+ - + ZyA @ pg/mL)

Fig. 14. Namero de células fagociticas nas culturas de microglia do mesencéfalo ventral expostas a
fraccdo de peso molecular <30 kDa do MCA ou DMEM (controlo-Ctr) e posteriormente incubadas
com 5 pg/mL de ZyA. Os dados apresentados sdo expressos em percentagem de células fagociticas
relativamente ao numero total de células, e representam a média £ SEM de 3 experiéncias
independentes realizadas em triplicado. P <0.01 e P <0.001 quando comparado com o controlo,
"p <0.01 e ™P <0.001 quando comparado com o Zy4, " P <0.01 quando comparado com o MCA.
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Fig. 15. Namero de células fagociticas nas culturas de microglia do mesencéfalo ventral expostas
a fraccdo de peso molecular <10 kDa do MCA ou DMEM (controlo-Ctr) e posteriormente
incubadas com 0.5 pg/mL de ZyA. Os dados apresentados sdo expressos em percentagem de
células fagociticas relativamente ao numero total de células, e representam a média + SEM de 3
experiéncias independentes realizadas em triplicado. P <0.001 quando comparado com o

controlo, ™P <0.001 quando comparado com o Zy4, """ P <0.001 quando comparado com o MCA.

Os resultados apresentados demonstram que com uma concentracao de 5 pg/mL
de ZyA, na auséncia de condicionamento pelos astrocitos, houve um aumento na
actividade fagocitica microglial para todas as fraccdes de DMEM testadas (88.93 +
1.80; 84.72 +£2.22 ¢ 87.48 £ 0.42% de células fagociticas, relativamente ao niimero total
de células, para as frac¢des de peso molecular inferiores a 10 kDa, 30 kDa e 50 kDa do
DMEM, respectivamente). Nas situagdes controlo, para estas mesmas fracgdes, a
percentagem de células fagociticas foi de 31.99 + 2.0, 32.06 + 3.8 e 28.83 + 4.0,
respectivamente. Como se pode observar nas Figuras 13 a 15, ocorreu um aumento de
178.0%, 164.3% e 203.4%, relativamente a situagcdo controlo, para as frac¢des <10 kDa,
<30 kDa e <50 kDa de DMEM, respectivamente, na presenca de ZyA. As moléculas no
MCA com peso molecular <10 kDa ndo parecem contribuir para a prevengdo da
activa¢do da microglia pelos astrocitos. Para esta fracgdo do MCA, e na presenca de 5
ng/mL de ZyA, a percentagem de células fagociticas, relativamente ao numero total de
células, foi de 86.38 + 2.46%, semelhante a obtida na auséncia de condicionamento
pelos astrécitos (88.93 + 1.80%).

As fracgdes de MCA inferiores a 30 e 50 kDa, parecem ter um papel mais

relevante na prevencao da activagao microglial pelos astrdcitos, pois a percentagem de
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células fagociticas relativamente ao niimero total de células, foi de 57.12 + 0.81 ¢ 53.94
+ 4.38, para as condicdes MCA <30 kDa juntamente com ZyA ¢ MCA <50 kDa com
ZyA, respectivamente, estatisticamente inferiores as obtidas com meio ndo
condicionado por astrocitos. No entanto, como para as frac¢des com um peso molecular
inferior a 50 kDa, ndo se obtém niveis de controlo, certamente existe também a
contribuicdo de moléculas com peso molecular superior a 50 kDa, para o efeito do
MCA ndo fraccionado na activagdo microglial. Parece assim que a prevengdo da
activacdo da microglia pelos astrocitos, na presenca de 5 pg/mL de ZyA, se deve
principalmente, a presenga de moléculas no MCA com peso molecular superior a 10

kDa.

4.5. Avaliacdo da expressdao de GDNF, BDNF, MT-I, 11A e I1l, NT-4, TGF-
B1, MANF e CDNF pelos astrdcitos

Com o objectivo de identificar um grupo de possiveis moléculas candidatas,
envolvidos no efeito do MCA na activagao microglial induzida por ZyA, foi necessario
avaliar a sua expressdo pelos astrocitos do mesencéfalo ventral. A avaliagdo da
expressdo de moléculas tais como o GDNF, BDNF, MT-I, MT-IIA, MT-III, TGF-p1,
NT-4, MANF e CDNF pelos astrocitos, através da utilizacao de primers especificos, foi
realizada por RT-PCR. A escolha destas moléculas foi feita com base em dados
bibliograficos que descrevem a ac¢do anti-inflamatoria e comentem a presenga em
astrocitos, para a maioria das moléculas referidas (Makwana et al., 2007; Schilling et
al., 2001; Raivich et al., 1999; Morgan et al., 1993; Howells et al., 2000; Petrova et al.,
2003; Lindholm et al., 2007; Riley et al., 2004: revisto por Hidalgo et al., 2001). A
Figura 16 mostra os produtos de RT-PCR submetidos a electroforese em gel de agarose,

sendo posteriormente visualizados sob luz ultravioleta.
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Amostras (n)

1 2 3 4 5 Ctr negativo

GDNF (368 bp)

BDNF (343 bp)

MT-111 (236 bp)

MANF (130 bp)

MT-11A (126bp)

MT-1 (122 bp)

NT-4 (120 bp)

TGF-B1 (116 bp)

CDNF (63 bp)

GAPDH (325bp)

Fig. 16. Andlise, por RT-PCR, da expressdo de GDNF, BDNF, MT-I, MT-11A, MT-I111, NT-4,
TGF-B1, MANF e CDNF pelos astrdcitos. Os produtos de RT-PCR foram submetidos a uma
electroforese em gel de 1% agarose para o GDNF, BDNF, MT-IIl e GAPDH ou em gel de 2%
agarose para o TGF-p1, NT-4, MANF, CDNF, NGF, MT-I e MT-1I sendo depois visualizados sob luz
ultravioleta. As amostras 1 a 5 representam cinco experiéncias realizadas independentemente e foi

usado como controlo negativo da reac¢do uma mistura com os primers adequados, sem adi¢do de
cDNA.

Os resultados mostram que os astrocitos expressam o mRNA para os factores
neurotroficos GDNF, BDNF, NT-4 ¢ MANF, para a citocina anti-inflamatéria TGF-31

e para as proteinas MT-I, IIA e III, ndo se observando expressdo para o factor
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neurotrofico CDNF. Como se pode observar na Figura 16, ap6s optimizacdo das
condigdes de PCR para cada molécula, obtivemos bandas especificas de 368 bp, 343 bp,
130 bp, 120 bp, 116 bp, 122 bp, 126 bp e 236 bp, para o GDNF, BDNF, MANF, NT-4,
TGF-B1, MT-I, IIA e III, respectivamente, conforme esperado, sem a ocorréncia de
bandas inespecificas. Nos produtos de RT-PCR do GDNF e BDNF existe alguma
variabilidade entre as amostras utilizadas, ndo se observando bandas em algumas
amostras. O CDNF nao ¢ expresso pelos astrdcitos, pois o seu produto de RT-PCR nao
exibiu uma banda de 63 bp (tamanho esperado do produto de RT-PCR para o CDNF),
apos ter sido feita a optimizagao das condigdes de PCR, onde foram testadas as varias
temperaturas de emparelhamento aconselhadas pelo fabricante (53°C, 58°C e 59°C) e

também varios numeros de ciclos de amplificagdo (38, 40 e 45 ciclos).

4.6. Avaliacdo da funcdo desempenhada pelo GDNF e pela MT-I/Il na

prevencdo da activacdo microglial pelos astrocitos

De modo a averiguar o papel desempenhado pelo GDNF e pela MT-I/II, ambos
expressos pelos astrocitos do mesencéfalo ventral, na prevengdo da activacdo microglial
pelos astrocitos, foram adicionados ao MCA anticorpos anti-GDNF ou anti-MT-I/I1, de
modo a bloquear as ac¢des desempenhadas por estas moléculas, através da ligacdo dos
anticorpos com as respectivas proteinas. Este MCA contendo o respectivo anticorpo, foi
adicionado as culturas de microglia e posteriormente a microglia foi estimulada com 0.5
ng/mL de ZyA (nas experiéncias com anti-MT-I/IT) ou com 5 pg/mL de ZyA (para as
experiéncias com anti-GDNF). A actividade fagocitica microglial foi avaliada conforme
descrito na sec¢ao 3.7., e os resultados obtidos encontram-se representados na Figura

17.
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Fig. 17. Avaliacdo da contribuicdo do GDNF na prevencdo pelos astrdcitos, da activacio
microglial induzida pela concentracéo de 5 pg/mL de ZyA. Os dados apresentados sdo expressos
em percentagem de células fagociticas relativamente ao numero total de células e representam a
média + SEM de 3 experiéncias independentes realizadas em triplicado (excepto para as
experiéncias utilizando anti-GDNF desnaturado, onde os resultados apresentados correspondem a
uma experiéncia realizada em duplicado, ~ P <0.001 quando comparado com o controlo (Ctr), P

<0.001 quando comparado com o ZyA, " "P <0.001 quando comparado com o MCA.

Os resultados apresentados na Figura 17 mostram que ocorreu um aumento de
213.3%, relativamente ao controlo, no nimero de células fagociticas microgliais,
quando incubadas com 5 pg/mL de ZyA (28.50 + 0.81 e 89.28 + 1.66% de células
fagociticas, relativamente ao ntimero total de células, para as condigdes controlo e ZyA,
respectivamente). Como esperado, a adicdo de MCA previamente a incubagdo com o
ZyA, impediu a activagao microglial, mantendo o ntiimero de células fagociticas em
niveis de controlo (32.58 + 2.87% de células fagociticas, relativamente ao niumero total
de células, para a condigdo MCA com ZyA). Quando a ac¢do do GDNF no MCA foi
bloqueada por adi¢do do anticorpo anti-GDNF a este meio, o nimero de células
fagociticas permaneceu semelhante ao observado para a situagdo contendo ZyA (84.18
+ 5.41% de células fagociticas, relativamente ao ntmero total de células, para a
condi¢do MCA incubado com ZyA e anticorpo anti-GDNF). O anticorpo anti-GDNF

desnaturado foi usado como controlo negativo, de modo a anular o efeito especifico de
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ligacdo ao GDNF. Nesta condi¢do, obteve-se uma percentagem de células fagociticas,
relativamente ao ntimero total de células (n=1) de 40.86%. Estes valores mostram que a
percentagem elevada de células fagociticas observada na presenga de MCA e anti-
GDNF ¢ efectivamente devida ao bloqueio da ac¢do do GDNF no MCA.

As experiéncias preliminares (n=1) realizadas através da adicdo do anticorpo
anti-MT ao MCA, previamente a incubagdo com 0.5 pg/mL de ZyA (Figura 18),
sugerem que o bloqueio da ac¢do da MT-I/Il no MCA ndo previne a activagdo
microglial induzida pelo ZyA. Na presenca de 0.5 pg/mL de ZyA, ocorreu um aumento
de 222.8% no nimero de células fagociticas, relativamente a situagdo controlo (26.50 e
85.53% de células fagociticas, relativamente ao nimero total de células, para as
condi¢gdes de controlo e ZyA, respectivamente). A aplicacio do MCA contendo o
anticorpo anti-MT, previamente a aplicagdo do ZyA, ndo alterou a percentagem de
células fagociticas, quando comparado com a situacdo utilizando apenas ZyA (85.53 e
84.71% de células fagociticas, relativamente ao numero total de células, para as
condigdes de ZyA e de MCA com ZyA e anticorpo anti-MT, respectivamente). Estes
resultados sugerem que a MT-I/II pode ser um mediador importante na comunicagdo
astrocitos-microglia, estando envolvida na modulagdo pelos astrocitos, da activagao

microglial induzida pela menor concentracio de ZyA.
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Fig. 18. Avaliagdo da contribuicdo da MT-I/Il na prevencdo, pelos astrocitos, da activagao
microglial induzida pela concentragdo de 0.5 pg/mL de ZyA. Os dados apresentados sdo expressos
em percentagem de células fagociticas relativamente ao numero total de células em fagocitose e
representam a média de uma experiéncia realizada em triplicado (Ctr-controlo).
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5. Discussao

Com este trabalho experimental pretendeu-se averiguar o efeito dos mediadores
soluveis libertados por astrocitos do mesencéfalo ventral na activagdo da microglia in
vitro induzida pelo agente inflamatério ZyA, assim como determinar a natureza das
moléculas envolvidas nesta comunicacao astrocitos-microglia.

Devido ao facto da microglia desempenhar um papel critico na resposta
inflamatoria do cérebro, os estudos que determinem a sua fun¢do na propagagdo ou
atenuagdo de eventos pro-inflamatdrios no cérebro sdo essenciais para uma melhor
compreensdo dos mecanismos subjacentes a muitas patofisiologias no SNC. As culturas
primarias de microglia de roedores forneceram, em particular, um meio reprodutivel de
estudo deste tipo celular (Floden e Combs, 2007). O isolamento de células da microglia
para cultura pode ser obtido por varios métodos, incluindo a utilizagdo do gradiente de
Percoll (Ford et al., 1995) ou através de privacdo nutricional (Hao et al., 1991). O
protocolo mais utilizado ¢ o método de agitacao descrito simultaneamente por Giulian e
Baker (1986) e Frei e seus colaboradores (1986). Com este método, as células da
microglia do cortex cerebral foram separadas das culturas gliais mistas confluentes de
roedores recém-nascidos, por agitacdo num agitador orbital. Este método permite a
preparacdo de culturas ricas em microglia (pureza superior a 95%) (Giulian e Baker,
1986; Frei et al., 1986), mas o rendimento obtido ¢ baixo (Saura et al., 2003). Outros
estudos em relagdo ao isolamento da microglia conseguiram obter culturas puras de
microglia do hipocampo (Dalmau et al., 2003; Frank et al., 2006), cortex cerebral
(Dalmau et al., 2003; Floden e Combs, 2007; Min et al., 2006, Saura et al., 2003),
encéfalo anterior (Majed et al., 2006; Milner e Campbell, 2002), substancia branca
subcortical (Dalmau et al., 2003; de Groot et al., 2001), corpo caloso, cortex pré-frontal,
temporal e occipital (de Groot et al., 2001) e de cérebro total (Giulian e Baker, 1986;
Park et al., 2007; Wang et al., 2007). Os resultados obtidos no nosso trabalho
experimental, mostram uma pureza microglial menor, de aproximadamente 80%, uma
vez que apesar de termos optimizado o processo de isolamento e agitacdo das culturas
gliais mistas, por vezes ocorria contaminag¢do com astrocitos, devido a estes se soltarem

durante o processo de agitagdo, e/ou contaminagdo com células endoteliais,
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provavelmente por dificuldades em eliminar completamente as meninges durante a
dissec¢ao do mesencéfalo ventral.

Os protocolos iniciais do isolamento da microglia permitiram constatar que
existem populagdes distintas de fendtipos microgliais numa cultura glial mista. Uma
célula com um fendtipo amebodide exibe propriedades similares aos macrofagos,
incluindo a capacidade de fagocitose, secre¢do de citocinas ¢ EROs, e capacidade de
prolifera¢do in vitro. Por outro lado, uma populacdo ramificada tem uma capacidade
fagocitica diminuida e uma reduzida velocidade de proliferagdo (Giulian e Baker,
1986). As células ameboides tipicamente repousam em cima de uma monocamada de
astrocitos e podem surgir como agregados ou coldnias, o que sugere uma expansao
clonal de alguma célula individual ou precursora. As células ramificadas estdo debaixo
da camada de astrécitos e o numero de células ramificadas aumenta com o tempo em
cultura, a medida que a microglia se integra na camada astrocitica (Kalla et al., 2003;
Tanaka et al., 1999a). Apesar de existirem dois fenotipos distintos, as microglias em
cultura podem rapidamente se modificar de uma forma para a outra (Kalla et al., 2003).
Para além disso, estes dois fenodtipos correspondem, aproximadamente, aos fendtipos
que foram definidos in situ. Ou seja, as células amebdides sdo abundantes na
embriogénese tardia, diminuindo apds o nascimento ¢ aumentando de novo apds a
ocorréncia de lesdes (Murabe and Sano, 1983; Tseng et al., 1983).

As culturas de microglia primdrias exibem usualmente uma morfologia
ameboide activada, possivelmente induzida pelo procedimento do isolamento, que por
si sO constitui um forte estimulo para a microglia, induzindo a sua activacido e
consequentemente a sua morfologia ameboide (Fujita et al., 1996; Giulian and Baker,
1986). No entanto, o uso de microglia ramificada em repouso ¢ um pré-requisito para as
investigagdes moleculares da activacdo microglial, de modo a descrever correctamente
o processo de transformacdo de células quiescentes para células activas inflamatorias
(revisto por Rosenstiel et al., 2001).

No presente trabalho experimental, de forma a se estudar o efeito dos astrécitos
na regulacdo da actividade fagocitica da microglia, foi necessario o uso de culturas
microgliais em repouso, que se obtém ap6s 13 DIV depois do processo de isolamento.
No estudo realizado anteriormente pelo nosso grupo, foi possivel estabelecer e
caracterizar, pela primeira vez, culturas primarias de microglia do mesencéfalo ventral
de rato. Estas culturas foram caracterizadas através de estudos morfolégicos, da

identificacdo de marcadores microgliais e pela resposta destas culturas ao estimulo pro-
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inflamatorio ZyA (Cristovdo et al., 2009). Através da avaliagdo da evolugdo
morfologica da microglia em cultura com o tempo, foi observado que nos primeiros 10
DIV, a microglia em cultura exibia predominantemente uma morfologia amebdide
caracteristica de um estado activado. A partir do 13° DIV a microglia em cultura
assumiu principalmente uma morfologia ramificada, uma caracteristica do estado
quiescente da microglia. Esta evolugao morfologica foi acompanhada pela diminui¢ao
dos niveis de expressdao de CD68 (marcador de microglia activada) ao longo do tempo,
realcando a correlacdo entre a morfologia e o estado celular activado/em repouso
(Cristovao et al., 2009). Os resultados apresentados pelo nosso grupo indicam assim que
a microglia obtida a partir do mesencéfalo ventral de ratos recém nascidos, necessita de
permanecer in vitro pelo menos 13 dias apds o processo de agitacdo, de forma a
readquirir o seu estado ramificado e de repouso, tornando possivel o seu uso em estudos
futuros como um modelo in vitro de microglia em repouso. Estas observacdes estdo de
acordo com os dados apresentados por Tanaka e seus colaboradores (1999a), onde sao
necessarios 13 DIV para o aparecimento da maioria das células ramificadas.

No presente estudo, foram usadas duas concentragdes de ZyA (0.5 e 5 pg/mL)
de forma a activar as células da microglia e a avaliar a resposta fagocitica destas células
ao ZyA. Foi seleccionado o ZyA como estimulo inflamatorio devido a sua selectividade
para a microglia, ndo existindo nenhum efeito reportado nos astrocitos ou neuronios
dopaminérgicos (Fitch et al., 1999; Sweitzer et al., 1999). Ambas as concentracdes de
ZyA, na auséncia de condicionamento pelos astrocitos, aumentaram a actividade
fagocitica microglial, com um maior efeito para a concentracdo mais alta de ZyA. Estas
concentragdes do agente inflamatorio foram escolhidas com base em resultados
anteriormente obtidos pelo nosso grupo. Nesse estudo, foi examinada a capacidade da
microglia em fagocitar microesferas de poliestireno fluorescentes quando estimuladas
com diferentes concentracdes de ZyA durante 24 horas (Cristovao et al., 2009). A
quantificagdo das células que incorporaram as microesferas fluorescentes revelou que o
tratamento com 0.5 ou 5 pg/mL de ZyA aumentou a actividade fagocitica da microglia,
quando comparado com o controlo (Cristovao et al., 2009). Este aumento da actividade
fagocitica da microglia ¢ dependente da concentracdo de ZyA, estando estes resultados
de acordo com outros estudos onde foi utilizado o mesmo agente pro-inflamatorio
(Uryu et al., 2002; Young et al., 2001; Petrova et al., 2000; Zietlow et al., 1999; Mayer
et al., 2005 e Slepko e Levi, 1996). Através do uso de ZyA, varios trabalhos

descreveram que a microglia activada aumenta a producdo de NO (Uryu et al., 2002;
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Young et al., 2001), TNF-o. (Uryu et al., 2002), anido O2” (Colton e Gilbert, 1987;
Mayer et al., 2005), PGE, (Slepko e Levi, 1996), tromboxano B2 (Mayer et al., 2005), e
a expressdo de iNOS e CD68 (Slepko e Levi, 1996). Em estudos in vivo, quando
injectado na substancia branca do corpo caloso, 0 ZyA induziu inflamagdo persistente
com uma activacdo aumentada da microglia (Fitch et al., 1999), e quando injectado na
porcdo dorsal da medula espinhal aumentou os niveis de IL-1f (Sweitzer et al., 1999).

No presente trabalho experimental, foram também quantificados os niveis de
EROs, apos exposicao a ZyA, como marcadores funcionais do estado de activagdo da
microglia. A microglia activada liberta uma grande diversidade de factores neurotoxicos
tais como as EROs, induzindo a eventual morte dos neurdénios dopaminérgicos (Mao et
al., 2007). A sensibilidade dos neurdnios dopaminérgicos ao stress oxidativo esta
relacionada com as caracteristicas inatas da via dopaminérgica nigroestriatal, tais como
uma reduzida capacidade antioxidante, um elevado nivel de dopamina e lipidos que sao
susceptiveis a oxida¢do, um alto contetido de ferro que pode provocar a formagdo de
radicais livres adicionais através da reac¢do de Fenton e uma potencial falha no
complexo I mitocondrial que pode levar a uma produgdo elevada de EROs (revisto por
Greenamyre et al., 1999; revisto por Youdim e Riederer, 1993).

Os resultados apresentados no nosso estudo, mostram que o ZyA, a uma
concentragdo de 5 pg/mL, ndo provoca aumentos significativos na produ¢do microglial
de EROs, quando comparado com as culturas controlo, apds uma incubagdo de 24h. Os
dados apresentados diferem dos resultados obtidos por Cristovao e seus colaboradores
(2009), onde a estimulacao da microglia com 5 ug/mL de ZyA durante 4h promoveu um
aumento significativo nos niveis de EROs em culturas da microglia com 13 DIV,
avaliado pela sonda DCFDA (Cristovao et al., 2009). Estas diferengas poderdao estar
relacionadas com o tempo de exposi¢do ao estimulo inflamatdrio, pois a producio de
EROs pela microglia podera acontecer nos tempos iniciais de incubacdo com o ZyA,
diminuindo depois ao longo do tempo, devido a accdo das enzimas antioxidantes
presentes na microglia, que neutralizam os radicais livres, tais como a SOD, a catalase
(CAT), a peroxidase e a redutase da glutationa (revisto por Mosley et al., 2006). Sera
necessario, no futuro, ajustar os tempos de incubagdo com ZyA, de forma a se poder
avaliar a produ¢do de EROs na presenca deste agente. Foi ja descrito na literatura que
particulas de ZyA, sdo capazes de activar os fagocitos e desencadear o processo de burst
respiratorio (revisto por Eeden et al, 1999), nomeadamente na microglia através da

subunidade CD11b do receptor CR3 (Le Cabec et al., 2000).
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No presente trabalho, a adicdo de MCA previamente a incubagdo da microglia
com o estimulo inflamatorio ndo causou diferencas significativas nos niveis de EROs
quando comparado com a condicdo ZyA. No entanto, a capacidade protectora dos
astrocitos contra as EROs foi ja demonstrada em varios estudos, estando provado que os
astrocitos sdo capazes de reduzir os efeitos toxicos exercidos pela microglia (revisto por
Giulian et al., 1993). Foi descrito na literatura que a activagdo microglial pode ser
regulada pelo estado oxidativo da célula, através da modulagdo dos niveis intracelulares
de EROs (Min et al., 2003; Min et al., 2004). A exposicao a citocinas inflamatorias, por
exemplo, aumenta a producdo de EROs / ERNs intracelulares e altera a microglia para
um estado activado. Pelo contrario, a aplicagdo de antioxidantes suprime este efeito
(Min et al, 2003, Min et al., 2004). Enzimas antioxidantes tais como a HO-1, foram
sugeridas como moléculas candidatas para a regulacdo das EROs intracelulares (Min et
al., 2006). Estes investigadores demonstraram que os astrocitos secretam factores
capazes de modular a activagdo microglial através da regulacao dos niveis de EROs da
microglia e induzir a expressao de um gene antioxidante na microglia in vitro,
modulando assim o estado redox e de activagdo da microglia (Min et al., 2006). Em
outro estudo realizado por Tanaka e seus colaboradores (1999b), foi demonstrado que
0s astrdcitos previnem a morte neuronal induzida por EROs /ERNSs in vitro, € que este
efeito neuroprotector ¢ dependente nao apenas de factores soluveis libertados pelos
astrocitos, mas também por proteinas da matriz extracelular, tais como a laminina e a
fibronectina (Tanaka et al., 1999b). Foi também demonstrado que a expressdo de iNOS
e a producdo de NO pela microglia expostas a LPS, sdo inibidas pela presenga de
astrocitos (Vincent et al., 1997). Foi focado neste estudo o efeito supressivo selectivo
dos astrocitos na produgdo de NO pela microglia activada, através de factores soluveis
tais como o TGF-f, pois foi demonstrado anteriormente que a administragdo exdgena
desta molécula suprime a producdo de nitrato nas células da microglia (Merill et al.,
1993) e a indugao de iNOS em macréfagos (Ding et al., 1990; Forstermann et al., 1992;
Hausmann et al., 1994).

No presente trabalho experimental, apesar de ndo ter sido possivel observar
alteragdes nos niveis de EROs para o tempo de incubagao utilizado, o MCA, adicionado
24 horas previamente a adi¢do do estimulo inflamatorio, foi capaz de evitar a activagao
da microglia induzida pelo ZyA, em ambas as concentragdes utilizadas, mantendo o
numero de células fagociticas em niveis de controlo Estes resultados sugerem que

factores soluveis libertados por astrocitos sdo capazes de modular o estado de activagdo
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da microglia, impedindo um aumento na actividade fagocitica em resposta ao estimulo
inflamatério ZyA.

Os resultados apresentados neste trabalho, estio de acordo com os dados
referidos na literatura, tendo sido ja demonstrado que a morfologia da microglia ¢
influenciada pelos astrécitos, que desempenham um papel regulador importante na
diferenciagdo e desactivacdo microglial. Varios grupos descobriram que as células da
microglia de rato modificam a sua forma de amebdide para ramificada, quando
cultivadas numa monocamada de astrocitos (Liu et al., 1994; Sievers et al., 1994;
Tanaka e Maeda, 1996), no entanto ndo conseguiram detectar mudangas na morfologia
microglial quando a microglia foi exposta ao MCA. Foi entdo sugerido por estes autores
que ¢ necessario um contacto directo entre a microglia e os astrocitos para despoletar o
processo de ramificacdo da microglia. No entanto, Suzumura e seus colaboradores
(1990,1991) observaram ramificacdo de células da microglia de ratinho em cultura
expostas ao sobrenadante de astrdcitos activados com LPS, e foram os primeiros autores
a propor que os factores soluveis libertados por astrocitos activados podem induzir a
ramificagdo microglial (Suzumura et al., 1990; Suzumura et al., 1991). Estes autores
também referiram que os sobrenadantes de astrocitos ndo estimulados ndo originaram
ramificagdo microglial, o que parece ser contraditério as observacdes reportadas por
Eder et al., (1999). Neste estudo, verificaram que apos uma exposi¢do de poucas horas
ao meio condicionado por astrocitos ndo activados, a microglia desenvolveu uma forma
ramificada permanente, indicando assim que factores astrociticos soluveis induzem a
ramificagdo das células da microglia em cultura. No entanto, no estudo realizado por
Suzumura et al. (1990,1991) foram utilizadas baixas doses de meio condicionado (até
25%) de astrocitos ndo estimulados e de astrocitos activados por LPS. O meio de cultura
contendo menos de 25% de MCA de astrocitos nao estimulados, foi também
insuficiente na inducdo da ramificagdo da microglia no estudo elaborado por Eder e seus
colaboradores (1997). E assim possivel, que no MCA a concentra¢io de factores que
levam a ramificacdo microglial, se encontra aumentada apos a activacdo dos astrocitos
com LPS (Eder et al, 1999). Todos os estudos citados acima demonstram que o meio
condicionado por astrocitos reactivos consegue reverter as células microgliais
ameboides activadas para um estado de repouso com uma morfologia ramificada. No
entanto, o presente estudo foi realizado com meio condicionado por astrdcitos nao

activados, o que mostra que os astrocitos sem qualquer tipo de estimulagdo secretam
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para o meio factores soliveis capazes de modular a actividade fagocitica da microglia
resultante de exposi¢do a um estimulo inflamatorio.

Apesar do papel importante dos astrocitos nos processos de ramificagdo da
microglia, ¢ um tema controverso o facto dos factores astrociticos capazes de modular a
morfologia microglial serem soluveis (Eder et al., 1997; Eder et al., 1999) ou insoluveis
(Tanaka et al., 1999a). No estudo realizado por Tanaka et al. (1999a), foi demonstrado
que mesmo na auséncia de astrocitos vivos, as células da microglia ramificavam quando
colocadas numa matriz extracelular derivada de astrocitos (MEDA). Este facto implica
que os factores nao difusiveis dos astrdcitos, tais como a fibronectina ¢ laminina,
componentes da MEDA, tém também um papel importante na inducao da ramificacao
da microglia (Tanaka et al., 1999a). A fibronectina e laminina, componentes da MEDA
(Fok Seang et al., 1995; Oh e Yong, 1996), estavam localizadas a volta das microglias
ramificadas, mas ndo foram encontradas perto das células ameboides (Tanaka et al.,
1999a).

Vérias fungdes da microglia sdo também sub-reguladas pelos astrocitos. Por
exemplo, a producdo de NO pela microglia, quando estimulada com LPS, ¢ inibida na
presenga de astrocitos (Vincent et al., 1997). Também foi reportado que os astrocitos
sdo capazes de suprimir a produgdo da citocina pro-inflamatdria IL-12 e iNOS (Aloisi et
al., 1997) na microglia tratada com LPS, assim como a fagocitose microglial (DeWitt et
al., 1998), provando que os astrocitos t€ém um importante papel na regulacdo da
activacdo da microglia, e consequentemente t€ém uma importante fun¢ao na regulacio da
inflamacao cerebral. Uma vez que os astrocitos podem modificar o comportamento da
microglia (Abd-El-Basset ¢ Fedoroft, 1995; Giulian et al., 1995; Liu et al., 1994; revisto
por McMillian et al., 1994; Sievers et al., 1994; Suzumura et al., 1991; Tanaka e Maeda,
1996), foi examinado em DeWitt e seus colaboradores (1998), o papel dos astrocitos
como potenciais moduladores da capacidade fagocitica microglial. Foi averiguado por
estes autores, que a microglia na presenca de MCA mostra uma capacidade reduzida de
fagocitar microesferas de latex, com um aumento coincidente na sua ramificagdo. Isto
sugere que os factores difusiveis pelos astrécitos tém um papel significativo na
regulacdo da fagocitose microglial (Giulian et al., 1995; Hachimi e Foncin, 1994).

Em relacao aos estudos feitos com frac¢des de diferentes pesos moleculares,
todas as fracgdes testadas de MCA (com pesos moleculares <3 kDa, <10 kDa, <30 kDa
e <50 kDa) conseguiram prevenir completamente a activacdo da microglia induzida por

0.5 pg/mL de ZyA, mantendo o numero de células fagociticas em niveis de controlo
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Isto indica que para uma activagdo microglial induzida por uma concentracdo mais
baixa de ZyA, os mediadores soluveis derivados dos astrocitos mais relevantes para o
efeito observado, sdo aqueles com um peso molecular <3 kDa. Estes resultados estdo de
acordo com o estudo realizado por Min e seus colaboradores (2006), que €, pelo nosso
conhecimento, o unico artigo que reporta os efeitos de fraccdes de MCA na activagdo
microglial. Neste estudo foi efectuado o fraccionamento do MCA em moléculas com
pesos moleculares abaixo ou acima de 3 kDa. Foi demonstrado que os astrocitos
secretam factores capazes de modular a activacdo microglial, induzida por IFN-y,
através da regulacdo dos niveis de EROs da microglia. Foi verificado que a frac¢do que
incluia as moléculas com peso molecular <3 kDa induzia a expressdo da enzima
antioxidante HO-1 e também inibia a expressdao de iNOS induzida pelo IFN-y, enquanto
as frac¢des que incluiam as moléculas maiores do que 3 kDa ndo produziam qualquer
dos efeitos citados acima (Min et al., 2006). Os autores colocaram a hipotese de que a
interac¢do astrocitos-microglia possa assim contribuir para a regulacdo da inflamagao
cerebral in vivo, sendo os componentes activos no MCA mais pequenos do que 3 kDa.
Tem sido descrito na literatura moléculas, tais como a PGE, e a adenosina,
capazes de modular o estado de activagdo da microglia, sendo estas possiveis candidatas
a ter em conta em estudos futuros. Foi recentemente reportado por Daley et al., 2005,
que factores soluveis produzidos por neutréfilos com um peso molecular <3 kDa, sdo
capazes de alterar as respostas inflamatorias dos macréfagos, mediando a inibicao de
citocinas pro-inflamatorias e libertagdo do anido O2". No entanto, a caracterizagdo das
moléculas inibitorias ndo estd ainda concluida. Sabe-se apenas que os inibidores da
libertacdo de TNF-a dos macrdéfagos que t€ém pesos moleculares <3 kDa, incluem a
PGE, (Kunkel et al., 1988) e a adenosina (Hasko et al., 1996; Hasko et al., 2000;
McWhinney et al., 1996; Sajjadi et al., 1996). Sendo assim, os astrocitos e neutrofilos
podem produzir factores soliveis similares que modifiquem a inflamagdo cerebral ¢ a
inflamacao sistémica, respectivamente (Min et al., 2006). Para além disso, foi reportado
que a adenosina, um nucledsido de purina libertado pelos astrocitos reactivos (revisto
por Soliven, 2001), suprime as respostas inflamatdrias da microglia no cérebro, através
da redugdo dos niveis de EROs via a expressdo da enzima antioxidante HO-1 (Min et
al., 2008). Sendo assim, estes resultados sugerem que a adenosina actua como um
regulador enddgeno da inflamagdo cerebral via modulagdo da produgdo de EROs

microglial, podendo também este ser um dos factores libertados pelos astrocitos com
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capacidade de prevengdo da activacao microglial. A PGE,, mediador lipidico produzido
também pelos astrocitos (Xu et al.,, 2003), tem emergido como uma substincia
desactivadora crucial da microglia, e parece mediar accdes que limitam as respostas
imunitarias e inflamatorias (Levi et al., 1998). Foi provado que a indugdo da iNOS pelo
LPS era substancialmente prevenida pela PGE; exogena (Minghetti et al., 1997), e que
esta era também capaz de inibir a expressao das moléculas co-estimulatorias B7-2 em
culturas de microglia de ratinho estimuladas com LPS e IFN-y (Levi et al., 1998). Para
além disso, também ja foram reportados efeitos da PGE, na produc¢dao microglial de
citocinas envolvidas nas respostas imunes e inflamatdrias, sendo que esta molécula
aumenta a expressdo e secrecdo da IL-10, citocina imunomoduladora, em culturas
celulares de microglia de ratinho estimuladas com LPS, enquanto diminui a sintese e
libertagdo de TNF-a (Aloisi et al., 1999) e IL-1p (Caggiano e Kraig, 1998), ambas
citocinas pro-inflamatorias. Estes dados sugerem que a PGE,; podera também ser um
dos possiveis factores secretados pelos astrocitos, que modulam a activagdo microglial.

No entanto, os nossos resultados também comprovam que para uma
concentragdo de 5 pg/mL de ZyA, os mediadores soltiveis provenientes dos astrocitos
com um peso molecular entre 10 e 30 kDa, tém um papel mais relevante na prevengao
da activacdo microglial. Ao contrario do observado para a menor concentracao de ZyA,
os factores libertados pelos astrocitos com peso molecular inferior a 10 kDa ndo
parecem ser capazes por si sO, de prevenir a activacdo microglial induzida por ZyA.
Verifica-se que hd uma diferenga consideravel entre os efeitos obtidos para as fracgdes
de MCA <10 kDa e <30 kDa, o que sugere que os factores soluveis libertados pelos
astrocitos, com capacidade de modular a actividade microglial, estejam nesta gama de
pesos moleculares. Os diferentes resultados obtidos para as duas concentracdes do
estimulo inflamatério (0.5 e 5 ug/mL de ZyA) poderdo estar relacionados com as
possiveis moléculas anti-inflamatorias libertadas pelos astrocitos, que sao diferentes
para estimulos com diferente intensidade.

Para a esterilizacdo dos tubos de fraccionamento utilizados para proceder ao
fraccionamento do MCA e DMEM (controlo), estes foram mantidos em etanol a 70%,
até um periodo de duas horas, como sugerido pelo fabricante. Para assegurar que o
etanol ndo provocou danos nas membranas, originado a passagem de moléculas com
pesos moleculares acima do cut-off membranar que estdvamos a testar e que pusessem
assim em risco a interpretacdo dos resultados, foi feita uma experiéncia em que os tubos

nao foram submetidos a esterilizacdo com etanol, sendo que o MCA fraccionado era
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depois filtrado em filtros estéreis com um poro de 0.22 um. Os resultados obtidos foram
semelhantes aos anteriores o que comprova que a esterilizagdo com etanol a 70%, nao
prejudica os tubos de fraccionamento (resultados ndo apresentados).

Como tentativa de delimitar os possiveis factores soluveis libertados pelos
astrécitos com capacidade de modulacdo da actividade fagocitica da microglia quando
esta ¢ exposta a maior concentracdo de ZyA, foi averiguada a expressao de moléculas,
tais como o GDNF, o BDNF, o TGF- 1, a NT-4, o MANF e o CDNF, pelos astrdcitos
(Figura 16). Estas moléculas foram escolhidas com base no seu peso molecular,
superior a 10 kDa, devido aos resultados reportados neste trabalho, que evidenciam que
os mediadores soluveis provenientes dos astrocitos com pesos moleculares superiores a
10 kDa, tém um papel importante na prevencao da activacdo microglial induzida pela
maior concentracdo de ZyA testada (5 pg/mL), e também com base nos efeitos anti-
inflamatorios e neuroprotectores reportados para estas moléculas (Makwana et al., 2007,
Schilling et al., 2001; Raivich et al., 1999; Jones et al., 1998; Kiefer et al., 1993;
Morgan et al., 1993; Howells et al., 2000; Petrova et al., 2003; Lindholm et al., 2007;
Riley et al., 2004). A citocina anti-inflamatéria TGF- B1 com um peso molecular de 25
kDa, ¢ uma citocina pleiotrépica com propriedades neurotroficas e imunosupressoras
(Makwana et al., 2007). Foi comprovado por Schilling e seus colaboradores (2001) que
o TGF-B ¢ um dos factores soluveis libertados pelos astrocitos responsavel pela indugao
da ramificacdo microglial (Schilling et al., 2001). Os dados in vitro obtidos por estes
investigadores, sdo suportados pela descoberta de que a microglia in vivo de animais
que ndo expressam TGF-B1 sdo menos ramificadas do que a microglia de animais
controlo (Raivich et al., 1999). Outros estudos onde usaram microglia ramificada
cultivada numa monocamada de astrocitos, demonstraram o forte efeito inibitorio do
TGF-B1 na proliferagdo da microglia (Jones et al., 1998), o que coincide com
experiéncias in vivo que sugerem que o TGF-B1 é responsavel pela sub-regulacdo da
resposta microglial ap6s a ocorréncia de lesdes (Kiefer et al., 1993; Morgan et al.,
1993). Através de RT-PCR detectdmos a expressao do TGF-B1 nos astrécitos do
mesencéfalo ventral, pois obtivemos bandas especificas de 116 bp sem a ocorréncia de
bandas inespecificas.

Os factores neurotroficos, de uma maneira geral, promovem a sobrevivéncia,
diferencia¢do e manuten¢ao dos neurénios no sistema nervoso vertebrado adulto ¢ em

desenvolvimento. O BDNF, com um peso molecular entre 13.6 e 14.2 kDa, actua como
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factor autdcrino ou paradcrino na sobrevivéncia e crescimento dos neurdnios
dopaminérgicos e niveis diminuidos deste factor neurotréfico pode provocar a morte
dos neurénios dopaminérgicos na DP (Howells et al., 2000). Este factor ¢ expresso
pelos astrécitos (Knot et al., 2002), sendo os nossos resultados concordantes com o
descrito na literatura, pois detectdmos através de RT-PCR, bandas de 343 bp bem
definidas correspondentes ao produto de RT-PCR do BDNF, nao havendo bandas
inespecificas. O MANF, com um peso molecular de 20 kDa (Lindholm et al., 2007), foi
descrito hd alguns anos, como um factor promotor da sobrevivéncia dos neurdnios
dopaminérgicos embrionarios do mesencéfalo in vitro (Petrova et al., 2003). Este efeito
¢ especifico para os neurénios dopaminérgicos, nao tendo sido detectados efeitos nos
neuronios GABAérgicos ou serotonérgicos (Petrova et al., 2003). Este factor
neurotrofico foi ja descrito como sendo expresso pelos astrocitos (Petrova et al., 2003),
0 que ¢ concordante com os nossos resultados, onde o produto de RT-PCR do MANF
apresentou bandas de 130 bp bem definidas, ndo ocorrendo bandas inespecificas. O
CDNF, com um peso molecular de 18 kDa, foi recentemente caracterizado como
homoélogo do factor MANF (Lindholm et al., 2007). Este factor foi identificado como
um factor trofico para os neurdnios dopaminérgicos (Lindholm et al.,, 2007) e foi
mostrado que in vivo previne a degeneragdo dos neurdnios dopaminérgicos induzida
pela 6-OHDA, num modelo animal da DP (Lindholm et al., 2007). Apesar de ja ter sido
reportado que este factor € expresso em vdrios tecidos do ratinho e humano, incluindo o
cérebro de ratinho embriondrio e pds-natal (Lindholm et al., 2007), ndo existem dados
na literatura que indiquem que ¢é expresso pelos astrocitos. Os resultados aqui
apresentados sugerem que este factor neurotrofico nao € expresso pelos astrocitos, pois
o produto de RT-PCR do CDNF nao apresentou uma banda de 63 bp, correspondente ao
tamanho do produto de PCR, apos ter sido feita a optimizagdo das condigdes de PCR,
onde foram testadas as varias temperaturas de emparelhamento aconselhadas pelo
fabricante e também varios nimeros de ciclos de amplificagdo. A NT-4 com um peso
molecular de 14.5 kDa, ¢ também um factor neurotréfico expresso pelos astrocitos
(Riley et al., 2004). Os nossos resultados comprovam estes dados, pois obtivemos
produtos de RT-PCR com bandas bem definidas de 120 bp, para a NT-4, ndo existindo
bandas inespecificas.

Apesar do facto do GDNF ter um peso molecular ligeiramente superior a 30 kDa
(33-45 kDa), foi decidido averiguar em maior detalhe a possivel fungdo desta molécula

na regulacdo da activa¢ao microglial, pois o valor cut-off molecular das membranas de

65



Controlo da activagdo microglial pelos astrocitos mesencefalicos: quais os mediadores soluveis envolvidos?

ultrafiltragdo utilizadas podera deixar transpor moléculas com pesos moleculares um
pouco acima dos 30 kDa. Para uma recuperagdo maxima deveria ser escolhida uma
membrana com um cuf-off molecular pelo menos 50% mais pequeno do que as
moléculas de interesse, de acordo com as informacdes dos fabricantes. O papel
proeminente do GDNF na protec¢do dos neurdénios dopaminérgicos (Granholm et al.,
1997) e a pouca informagado acerca das suas fun¢des na microglia foram outros factores
que contribuiram para o nosso interesse neste factor neurotréfico. No nosso estudo,
verificamos que os astrocitos expressam GDNF, pois os produtos de RT-PCR
apresentaram bandas definidas de 368 bp, sem a ocorréncia de bandas inespecificas.

Devido ao facto dos factores soluveis libertados pelos astrocitos com um peso
molecular <3 kDa, serem capazes de prevenir a activacdo da microglia induzida por 0.5
ng/mL de ZyA, consideramos a proteina MT, com um baixo peso molecular, como uma
potencial molécula alvo, pois as isoformas I e II desta proteina exibem acgdes
neuroprotectoras no sistema nervoso periférico e central (revisto por Hidalgo et al.,
2001). Apesar do facto da MT ter um peso molecular ligeiramente superior a 3 kDa (6 a
7 kDa), foi decidido analisar a possivel func¢do desta molécula na regulagdo da activagdo
microglial, pois o valor cut-off molecular das membranas de ultrafiltracdo utilizadas
podera deixar transpor moléculas com pesos moleculares um pouco acima dos 3 kDa.
No presente estudo, comprovamos que os astrocitos expressam mRNA para as
isoformas I, IIA e III da MT, através da realizacdo de RT-PCR, onde obtivemos bandas
especificas de 122bp, 126bp e 236bp, para as isoformas I, IIA e III da MT,
respectivamente, sem a ocorréncia de bandas inespecificas.

De modo a averiguar-se o papel desempenhado pelo GDNF e pela MT-I/II,
ambos expressos pelos astrocitos do mesencéfalo ventral no efeito do MCA, na
actividade fagocitica microglial, foi adicionado ao MCA os anticorpos anti-GDNF ou
anti-MT-I/II, de modo a bloquear as acg¢des desempenhadas por estas moléculas.
Posteriormente examindmos o seu efeito na activagao da microglia, induzida por 5 e 0.5
ug/mL de ZyA, respectivamente. Os resultados mostram que quando a ac¢ao do GDNF
foi bloqueada, o nimero de células fagociticas permaneceu praticamente inalteravel
relativamente a condi¢do com 5 pug/mL de ZyA. O anticorpo anti-GDNF desnaturado
foi usado como controlo negativo e os valores obtidos mostram que o nimero elevado
de células fagociticas na presenca de ZyA, MCA e anti-GDNF ¢ efectivamente devido
ao bloqueio da ac¢do do GDNF. Apesar de os valores apontarem para um papel

exclusivo do GDNF como regulador, derivado dos astrocitos, da actividade fagocitica
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microglial, ¢ provavel que estejam envolvidas outras moléculas neste complexo
processo.

As experiéncias preliminares utilizando o anticorpo anti-MT-I/II, sugerem que a
MT-I/II podera estar envolvida na regulagdo astrocitica da activagdo microglial uma vez
que o bloqueio da sua ac¢do no MCA suprime a acc¢do anti-inflamatéria do MCA na
microglia exposta a ZyA. Com base nos resultados referidos ¢ nos dados obtidos da
literatura, a MT podera ser também uma das possiveis proteinas candidatas a terem um
papel protector na regulagdo da activacdo da microglia.

Os resultados apresentados no presente trabalho experimental poderdo
contribuir para a identificagdo de possiveis moléculas soluveis derivadas de astrocitos
que possam mediar as interac¢des astrocitos-microglia e modular as respostas
inflamatorias microgliais. Estes factores poderdo, no futuro, ser utilizados como
importantes agentes anti-inflamatorios na terapia de doengas neurodegenerativas como a

DP.
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6. Conclusoes

Este estudo permitiu investigar o efeito de mediadores soluveis libertados pelos
astrocitos na activacdo microglial induzida pelo agente inflamatério ZyA e avaliar a

natureza desses mediadores, tendo-se obtido as seguintes conclusoes:

= Os mediadores soluveis libertados pelos astrocitos previnem a activagdo microglial

induzida por diferentes concentragdes de ZyA (0.5 e 5 pg/mL).

= Os mediadores soluveis derivados dos astrocitos com pesos moleculares <3 kDa
foram capazes de prevenir completamente a activacdo microglial induzida por 0.5

pg/mL de ZyA.

= Os mediadores soluveis libertados pelos astrocitos com pesos moleculares
superiores a 10 kDa tém um importante papel na prevengao da activagdo microglial

induzida pela concentracdo mais alta de ZyA (5 pg/mL).

= O GDNF e a MT-I/Il, moléculas expressas pelos astrdcitos, parecem ter um papel
importante na comunicagdo astrdcitos-microglia, estando envolvidos na prevencao
pelos astrdcitos, da activagdo microglial induzida por 5 e 0.5 pg/mL de ZyA,

respectivamente.
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7. Perspectivas Futuras

Para a futura identificacdo dos factores soliveis libertados pelos astrocitos, seria
necessario realizar-se procedimentos de Western Blot ou imunoprecipitagdo de modo a
verificar se todas as moléculas expressas pelos astrocitos, nomeadamente o GDNF,
BDNF, MT-I, MT-II, MT-III, MANF, NT-4 e TGF-B1, sdo também libertadas para o
meio. Para além disso, seria também relevante avaliar a contribui¢ao dessas moléculas
para o efeito do MCA na activagdo microglial. Seria também necessario confirmar o

papel da MT-I/II na prevengao pelos astrdcitos, da activacao da microglia.
Seria também importante a realizacdo de estudos in vivo, pois a utilizacao de

animais como modelo experimental permite a reproducdo das condigdes do organismo,

sendo as respostas obtidas mais proximas da situagdo real.
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