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Aos meus pais e irmao

“Alguns homens véem as coisas como s@o, e perguntam ‘Porqué?’ Eu sonho
com as coisas que nunca foram e pergunto ‘Porque néGo?’”

George Bernard Shaw
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Resumo

Embora o cérebro represente apenas 2% da massa corporal do ser humano consome cerca
de 20% da energia do organismo. Este apresenta um armazenamento de energia limitado,
tornando o correto funcionamento do suprimento sanguineo de grande importancia, pois é
este que fornece todo o oxigénio e glucose necessario ao desempenho das suas funcoes. A
irrigacao sanguinea cerebral é feita a partir das duas artérias carotidas internas e das artérias
vertebrais. Uma das artérias mais importantes é a artéria cerebral média, que deriva da

cardtida interna e recebe cerca de 60 a 80% do fluxo sanguineo proveniente da mesma.

Os principais componentes das artérias sao as células musculares lisas, consideradas as
principais reguladoras do tonus vascular, do diametro dos vasos sanguineos, pressiao sanguinea
e do fluxo sanguineo. A sua principal funcdo € a contracao e o seu mediador principal o
calcio. Tendo em consideracdo o enorme impacto social e econdmico que as doencas
cerebrovasculares tém na sociedade ocidental é da maior importancia desenvolver modelos
experimentais que facilitem o estudo destas patologias. A informacao atualmente disponivel
sobre o funcionamento das artérias cerebrais, e sobre as células que as constituem, é
bastante escassa. Assim, o principal objetivo deste trabalho foi desenvolver um modelo in

vitro de células musculares lisas derivadas da artéria cerebral média de rato.

Foram recolhidos explantes da artéria cerebral média de rato os quais foram aderidos a
placas de cultura revestidas com colagénio. A partir destes explante foram obtidas células
com morfologia tipica de células musculares. Estas células expressavam a proteina a-actina,
caracteristica do fenotipo contratil. Para além disso as células presentes na cultura nao
expressaram marcadores endoteliais. Para avaliar a funcionalidade destas células foi
analisada a resposta aos agentes contrateis, serotonina e noradrenalina e ao agente
relaxante, nitroprussiato de sodio, através da técnica de Plannar Cell Surface Area. Os
resultados obtidos indicaram que as células se mantinham funcionais in vitro, contraindo em
resposta a serotonina e noradrenalina e relaxando em resposta ao nitroprussiato de sodio.
Assim, em conjunto os dados obtidos indicam que a cultura implementada pode ser utilizada
como modelo para caracterizacdo e estudo do comportamento funcional da artéria cerebral

média, bem como estudos da interacao entre o sistema vascular e neuronal.
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Abstract

The human brain represents only 2% of the body mass, although it uses around 20% of the
organism energy. It has a limited energy storage, making correct functioning of the blood
supply of great importance, because it is this that provides all the oxygen and glucose
necessary to perform its functions. The cerebral blood supply is made from the two internal
carotid arteries and the vertebral arteries. One of the most important arteries is the middle
cerebral artery, which derives from the internal carotid artery and receives about 60 to 80%

of the blood flow from it.

The main components of the arteries are smooth muscle cells, which are considered the
main regulators of vascular tone, blood vessel diameter, blood pressure and blood flow. The
main function of smooth muscle cells is contraction and its main mediator is calcium. Taking
into account the enormous social and economic impact of cerebrovascular diseases in Western
society, it is of the utmost importance to develop experimental models that allows the study
of these pathologies. The information currently available on the functioning of the cerebral
arteries, and on the cells that make part of them, is greatly reduced. Thus, the aim of this
work was to develop an in vitro model of smooth muscle cells derived from rat middle

cerebral artery.

Explants were collected from rat middle cerebral artery and then adhered to collagen-
coated culture dishes. From this explants were obtained cells with typical muscle cell
morphology. These cells expressed the a-actin protein, characteristic of the contractile
phenotype. In addition, cells in culture did not express endothelial markers. To evaluate the
functionality of these cells the response to contractile agents, serotonin and noradrenaline,
and to relaxing agent, sodium nitroprusside was analyzed by Plannar Cell Surface Area
technique. The obtained results indicated that cells in vitro remained functional, contracting
in response to serotonin and noradrenaline and relaxing in response to sodium nitroprusside.
Together the data obtained show that the implemented culture can be used as a model for
characterization and study of functional behavior of the middle cerebral artery, as well as

interaction studies between vascular and neuronal system.
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Introducao






1 Introducao

1.1 Unidade Neurovascular

O cérebro representa apenas 2% da massa corporal do ser humano no entanto, em
repouso, consome cerca de 20% da energia do organismo (Andreone et al., 2015). Este
apresenta um armazenamento de energia limitado, levando com que o correto funcionamento
da corrente sanguinea seja de grande importancia, pois é esta que lhe fornece todo o

oxigénio e glucose que necessita para o desempenho das suas funcoes (Venkat et al., 2016).

Para além de necessitar de energia, o cérebro também requer um ambiente bastante
controlado, livre de toxinas e agentes patogénicos, de forma a garantir a composicdo quimica
adequada para a transmissdo sinaptica, fundamental a sobrevivéncia. Este ambiente é
controlado pela barreira hematoencefalica (BHE) que é caracterizada por uma fina camada
continua de células endoteliais que revestem as paredes dos vasos sanguineos do sistema
nervoso central (SNC) e que controlam o fluxo de substancias entre o cérebro e a corrente
sanguinea (Andreone et al., 2015). A BHE faz parte de uma unidade fisioldégica chamada
Unidade Neurovascular (UNV). A UNV engloba as células endoteliais constituintes da BHE,
pericitos, células musculares lisas, astrocitos, neuronios (Jullienne and Badaut, 2013) e
componentes da matriz extracelular (Muoio et al., 2014). Esta unidade fisioldgica esta
envolvida num dos mecanismos mais importantes de regulacao do fluxo sanguineo cerebral, a
hiperemia (Muoio et al., 2014). A hiperemia é o mecanismo a partir do qual o fluxo sanguineo
microscopico é regulado num determinado local, assegurando que a distribuicdo de oxigénio e
nutrientes € a necessaria consoante a atividade nos diferentes setores cerebrais e € um
mecanismo ativado em situacdes fisiologicas, como a leitura, o calculo ou outro tipo de

atividades mentais (Muoio et al., 2014).

As células constituintes da UNV interagem continuamente entre si resultando numa
regulacao precisa da perfusao do tecido cerebral e da homeostasia, levando a uma correta
hiperemia (Figura 1). A comunicacdo entre estas células da-se através de moléculas de adesao
como as caderinas e integrinas que, em conjunto com canais ionicos facilitam o influxo e
efluxo de i6es como o calcio (Ca?*) e potassio (K*) e de neuromoduladores como a adenosina
trifosfato (ATP) (Muoio et al., 2014) contribuindo desta forma para um sistema de alta

eficiéncia de regulacédo da corrente sanguinea cerebral.



+— Nervo
Periférico

Célula Endotelial

o Célula Muscular
Neurénios

ANY

Astrécito 5
= .

[~ Lamina Basal

— Neurdnio

Extremidade
de um Astrécito

|_- Pericito

— Lamina Basal

I Tight Junction

T célula
Endotelial

Veia

Figura 1. Componentes principais da Unidade Neurovascular. Os principais componentes desta
unidade sdo as células endoteliais e musculares, constituintes das artérias, neuronios e astrocitos.
Observa-se a interacao continua dos astrocitos e neurénios com os vasos sanguineos de maior e menores
dimensdes. Adaptado de (Jullienne and Badaut, 2013).

1.1.1 Principais Componentes da UNV

1.1.1.1 Neurénios
Os neuronios sdao considerados a unidade basica do sistema nervoso, responsaveis por
todos os impulsos nervosos que comandam o organismo do ser humano. Sao células muito
sensiveis, capazes de detetar variacdes muito pequenas na quantidade de nutrientes e
oxigénio disponiveis. Através de sinais elétricos e quimicos comunicam com neuronios
adjacentes e astrocitos, passando desta forma as mensagens necessarias por todo o cérebro
(Muoio et al., 2014).

Ocorre também uma interacdo entre neurdnios e os vasos sanguineos. Esta comunicacao
envolve os astrocitos, influenciando o tonus vascular e consequentemente o fornecimento de

sangue para a area circundante (Muoio et al., 2014).

Esta comunicacdo entre a atividade neuronal e o fluxo sanguineo é chamada de
Acoplamento Neurovascular (ANV) e é este que permite com que a corrente sanguinea seja
regulada com variacdes pontuais correspondentes a atividade funcional na area cerebral
respetiva (Andreone et al., 2015). Estudos recentes, em humanos e roedores mostraram que o
ANV s6 é funcional algumas semanas ap6s o nascimento (trés semanas nos roedores e
sete/oito semanas nos humanos) e que a auséncia de ANV implica que, durante o
desenvolvimento pods-natal, o cérebro dependa de outros mecanismos para regular o

suprimento de oxigénio e de nutrientes (Andreone et al., 2015). Um exemplo desses



mecanismos é a atividade neuronal. Esta afeta, diretamente a angiogénese através da
libertacao de neurotransmissores e de fatores de crescimento ou, indiretamente através de
vias dependentes da ativacdo neuronal que envolvem interneuronios e células gliais
(Andreone et al., 2015). Neurdnios e astrocitos sao capazes de libertar mediadores vasoativos
que vao controlar o tonus vascular e o fluxo sanguineo, bem como o correto desenvolvimento

da vasculatura, necessaria para um ANV funcional (Andreone et al., 2015).

1.1.1.2 Astroécitos

Os astrocitos sao as células gliais mais comuns no SNC. Elas apresentam diversos processos
que estdao em contacto tanto com as sinapses neuronais como com a vasculatura cerebral
(Mishra, 2016). A nivel das sinapses, estando estes em contacto com todas as partes dos
neuronios (soma, dendrites, axonios e terminais sinapticos) formam uma barreira fisica
chamada sinapse tripartida que limita a difusdao de neurotransmissores na fenda sinaptica (Liu
and Chopp, 2016). Também controlam os niveis de neurotransmissores removendo o potassio
acumulado durante a atividade neuronal, controlando desta forma a homeostase ionica
(Filosa et al., 2016), removem o glutamato, limitando o seu efeito excitotdxico e convertem-
no em glutamina, libertam ainda uma série de moléculas neuroatrativas como a D-Serina,
ATP, adenosina, GABA, prostaglandinas, proteinas e péptidos que sdao capazes de regular a

atividade e expressao de recetores nos neuronios pas-sinapticos (Liu and Chopp, 2016).

Varios estudos demonstram a importancia dos astrocitos e os papéis cruciais que
desempenham no funcionamento do cérebro, tais como na regulacdo da excitabilidade
neuronal, no transporte de glucose dos vasos sanguineos para os neuronios, na integracdo de
informacao para neuronios distantes, no controlo do fluxo sanguineo (Mishra, 2016) e na
regulacdo do tonus cerebrovascular (Filosa et al., 2016), sendo esta Ultima fungcdo um tema
bastante controverso. Alguns estudos afirmam que os astrocitos desempenham um papel
vasodilatador enquanto outros demonstram possiveis agdes vasoconstritoras levantando-se
desta forma novas questdes quanto as vias de sinalizacdo existentes na unidade neurovascular
e quanto a possibilidade da existéncia de subpopulacdes de astrocitos com diferentes
caracteristicas e funcdes (Filosa et al., 2016). Alguns autores sugerem que os astrocitos
conseguem responder a atividade neuronal alterando a concentracdo de calcio intracelular
através da libertacdo de gliotransmissores e fatores troficos, alguns dos quais vao agir no
sentido de alterar o tonus vascular através da regulacdo de canais de K*, resultando numa
hiperpolarizacdo das células musculares lisas e consequente vasodilatacdo arterial. No
entanto, outros estudos sugerem que os astrocitos sao capazes de sintetizar e libertar agentes
vasoativos como o acido 20-hidroxieicosatetrandico (20-HETE) (Mishra, 2016) o qual exerce

um papel vasoconstritor.



1.1.1.3 Células Endoteliais
As células endoteliais do SNC sdo os elementos fundamentais da BHE (Andreone et al.,
2015). A funcdo de barreira pode subdividir-se em trés caracteristicas principais: barreira

fisica, barreira transportadora e barreira metabolica (Badaut and Bix, 2014).

A nivel da barreira fisica, as células endoteliais encontram-se unidas por dois complexos
juncionais diferentes que impedem a passagem de ides e nutrientes entre as células: juncoes
oclusivas, compostas por claudinas e ocludinas, e juncdes aderentes (Badaut and Bix, 2014).
Ja na barreira transportadora as células endoteliais sdo compostas por proteinas especificas
de transporte localizadas nas membranas luminal e apical (Badaut and Bix, 2014). Estas sao
responsaveis pela entrega de nutrientes, como a glucose, aminoacidos e ides metabodlicos e
pela remocao de metabolitos e substancias neurotoxicas (Andreone et al., 2015). As células
endoteliais do SNC expressam dois tipos de transportadores principais, os de efluxo e os
especificos para nutrientes. Os transportadores de efluxo estdo encarregues do transporte de
uma ampla variedade de moléculas lipofilicas que de outro modo poderiam difundir-se
através da membrana para o sangue (Daneman and Prat, 2015). Os transportadores
especificos para nutrientes facilitam o transporte de nutrientes através da BHE para o SNC e
removem os produtos toxicos do SNC para o sangue (Daneman and Prat, 2015). Para além
desta regulacao feita pelos transportadores, nestas células existe um outro mecanismo
regulatorio de transporte, a transcitose, que facilita a passagem de proteinas maiores e de
péptidos ao longo da BHE, como por exemplo a insulina e albumina (Badaut and Bix, 2014)
mas que, em comparacao com células endoteliais periféricas, ocorre em taxas muito baixas
restringindo desta forma o movimento de solutos (Daneman and Prat, 2015). A barreira
metaboélica da BHE é uma combinacdo de enzimas intra e extracelulares, como a P450 e a
monoaminaoxidase que inativam moléculas capazes de penetrar nas células endoteliais
cerebrais (Badaut and Bix, 2014).

A nivel do tonus vascular cerebral, as células endoteliais desempenham também um papel
regulador bastante ativo, através da producdao de fatores troficos e vasoativos tanto
vasodilatadores, como o Oxido nitrico, como vasoconstritores, tais como a endotelina e

tromboxano (Muoio et al., 2014).

Apesar de serem componentes de todos os vasos sanguineos cerebrais, existem variagoes
na expressao proteica nas células endoteliais, dependendo do tipo de vaso em que se
encontram (Badaut and Bix, 2014). Alguns estudos analisaram a taxa de transcitose, a
organizacao dos complexos juncionais e a expressao de algumas enzimas como a Na*/K*
ATPase e concluiram que diferia entre arteriolas, capilares e vénulas (Badaut and Bix, 2014).
Os transportadores também variam ao longo da vasculatura e esta variacdo pode depender da
atividade sinaptica. Apos lesdes cerebrais € provavel que o endotélio va reagir de forma
diferente nas artérias, capilares e veias e também entre diferentes regides cerebrais

dependendo do fendtipo presente no inicio da lesdo (Badaut and Bix, 2014).



1.1.1.4 Células Musculares Lisas
As células musculares lisas (SMC) fazem parte das paredes dos vasos sanguineos cerebrais
e contribuem para o ténus vascular e para a regulacdo do diametro dos vasos sanguineos,
pressao sanguinea e distribuicao do fluxo sanguineo (Badaut and Bix, 2014). Para além disso,
durante o desenvolvimento vascular, as SMC contribuem para a secrecdo de moléculas que
constituem a matriz extracelular, como o colagénio, importante nas propriedades mecanicas

dos vasos sanguineos (Badaut and Bix, 2014).

Na parede vascular estdo presentes dois tipos de SMC, as sintéticas e as contrateis. O
racio entre estes dois tipos € alterado pelo ambiente vascular o qual varias com as situacoes
fisiologicas. O fendtipo das SMC é alterado ainda em resposta a lesdes cerebrais (Badaut and
Bix, 2014). As SMC contrateis apresentam uma forma alongada, fusiforme e formam um
aparelho contratil com filamentos compostos com proteinas contrateis. As SMC sintéticas
contém um numero elevado de organelos envolvidos na sintese proteica e apresentam uma
taxa de crescimento e de migracdo maior que as SMC contrateis (Badaut and Bix, 2014).
Quando em cultura e ao serem mantidas por um periodo de 24 horas em meio sem soro estas
células exibem maioritariamente o fenétipo contractil (Cairrdo et al., 2009; Rensen et al.,
2007).

As SMC, quando diferenciadas nos vasos sanguineos adultos, proliferam numa taxa
extremamente baixa e apresentam baixa atividade sintética, expressando um largo reportorio
de canais ionicos, de moléculas de sinalizacdo e de proteinas contrateis, como a actina,
miosina e calponina, necessérias a funcdo contratil das SMC (Badaut and Bix, 2014). E o seu
fenotipo bem diferenciado, predominante nos vasos sanguineos, que permite a correta
regulacdo do fluxo e pressdao sanguinea (Contard et al., 1993). As isoformas proteicas
maioritariamente presentes no estado contratil, e que sdo expressas em diversas espécies,
como humanos, roedores e coelhos, sao a a-actina e a miosina de cadeia pesada (Contard et
al., 1993). A a-actina é expressa exclusivamente pelas SMC e outras células derivadas, como
pericitos e células justaglomerulares, embora existam estudos que demonstram a sua

expressao em estagios iniciais de diferenciacdo de miocitos cardiacos (Oishi et al., 2002).

A principal funcao das SMC é a contracao e o seu mediador principal é o calcio. No
citosol, o calcio liga-se a calmodulina criando o complexo calcio-calmodulina que ativa a
quinase de cadeia leve da miosina, uma enzima que fosforila as cadeias leves da miosina na
presenca de ATP (Yang et al., 2003). Esta fosforilacao forma pontes cruzadas entre a cabeca
da miosina e os filamentos de actina, criando a forca necessaria para que o musculo contraia
(Yang et al., 2003). Como os filamentos de actina estao acoplados a membrana celular
através de um sistema viscoelastico, variacoes nestes filamentos levam a alteracdo do

comprimento da célula (Yang et al., 2003).



A elevacao cronica da pressao sanguinea resultante de um tonus arterial elevado provoca
lesdes em diversos orgaos podendo levar a ocorréncia de acidentes vasculares cerebrais
(AVC), doencas cardiovasculares e doencas renais (Brenner et al., 2000). Torna-se entao
importante entender quais as moléculas envolvidas na regulacao do tonus arterial de forma a

desenvolver terapias mais eficazes e de combate a estas doencas.

1.1.1.4.1 Mecanismos envolvidos no processo contratil

A nivel cerebral, o fluxo sanguineo é mantido relativamente constante, embora ocorram
flutuacoes pontuais de pressao entre os 60 e 150 mmHg devido as propriedades miogénicas
das artérias (Purkayastha and Raven, 2011). As artérias cerebrais dilatam ou contraem em
resposta a diversos estimulos, como por exemplo variacdes na pressao arterial sistémica, na
pressiao de didxido de carbono e oxigénio, no pH extracelular e na atividade metabdlica
cerebral (Yu et al., 2014).

A contracdo nas SMC pode ser iniciada por estimulos mecanicos, elétricos e quimicos e,
consoante o tipo de estimulo, diferentes vias de transducao de sinal e mecanismos contrateis
sao ativados (Yang et al., 2003). No entanto, embora os mecanismos sejam diferentes, todos
levam a um aumento da concentracdo de Ca?* intracelular (Yang et al., 2003). Este aumento
pode ser feito de duas formas distintas: através de canais de Ca?* dependentes da voltagem
(VDCC) presentes na membrana plasmatica e através da libertacao de Ca?* dos reservatorios

intracelulares (como o reticulo sarcoplasmatico) (Yang et al., 2003).

A. Despolarizagdao da Membrana Celular

Os canais ionicos presentes nas SMC sdo importantes na regulacao do fluxo sanguineo
cerebral, uma vez que a variacdo da concentracao ionica durante a atividade neuronal
modula o potencial de membrana (V,,) que vai exercer um forte efeito no diametro das
artérias (Longden et al., 2016). Quando ocorre um aumento gradual da pressao intravascular,
ocorre uma despolarizacdo, aumentando o Ca?* intracelular ([Ca%**];) e consequente
vasoconstricao (Longden et al., 2016). Em contrapartida, a hiperpolarizacao causa
vasodilatacao. A despolarizacao/vasoconstricao causada pelo aumento da pressao é chamada
de “resposta miogénica” e é uma propriedade de resisténcia intrinseca das arteriolas,
importante para a autorregulacao cerebral, onde os vasos contraem ou relaxam de forma a
manter um nivel constante da perfusao cerebral apesar de variacdes na pressao arterial
periférica (Brayden et al., 2013; Longden et al., 2016). A regulacdo miogénica é também
importante para definir o tonus basal a partir do qual as arteriolas contraem ou dilatam em

resposta aos fatores libertados durante a atividade neuronal (Longden et al., 2016).

Existe uma relacao muito direta entre o V,, das SMC e o tonus basal nos vasos sanguineos,
uma vez que variacoes muito pequenas no V,, leva a alteragOes significativas na contracao

arterial (Liu et al., 2002). Para gradientes ionicos fisiologicos normais, as artérias cerebrais



apresentam um V,, de aproximadamente -45 mV (Gonzales and Earley, 2013). Na membrana
das SMC estao presentes canais permeaveis a catides (influxo de Ca?* e Na*) e anibes (efluxo
de Cl') que medeiam a despolarizacdo da membrana, no entanto o mecanismo através do qual

ocorre ainda nao esta totalmente esclarecido (Gonzales and Earley, 2013).

«+» Canais Recetores de Potencial Transitorio

Os canais recetores de potencial transitorio (TRP) sdao uma familia de canais catidnicos
nao dependentes da voltagem e maioritariamente permeaveis ao Ca?* que respondem a uma
grande variedade de estimulos quimicos e fisicos (Grayson et al., 2017). Sao divididos em trés
familias principais, TRPV (vaniloide), TRPC (canénico) e TRPM (melastatina) (Brayden et al.,
2008). Um membro dos TRPM, o TRPM4, foi descrito como um regulador importante das SMC
das artérias cerebrais, influenciando o V,, e a contratilidade celular (Earley, 2013). Estudos
demonstram que a atividade dos canais TRPM4 sao determinantes para a regulacao do V., de
repouso, para a vasoconstricao induzida pelo aumento da pressao e para a autorregulacao do
fluxo sanguineo nas artérias cerebrais (Earley, 2013). A inibicdo da expressdao dos TRPM4 nas
artérias cerebrais resulta numa reducéo substancial na despolarizacdo da membrana das SMC
e da vasoconstricao, acompanhada de um aumento da pressao intravascular (Earley and
Brayden, 2015).

Relativamente a familia dos TRP, o TRPM4 é Unico devido a sua fraca permeabilidade ao
calcio (Brayden et al., 2008) e elevada permeabilidade a catides monovalentes (sodio e
potassio), podendo desta forma regular a despolarizacdo da membrana e consequentes
funcoes celulares (Earley and Brayden, 2015). A sensibilidade ao Ca?** dos TRPM4 é regulada
por diversas vias intracelulares, tendo sido ja demonstrado que este canal apresenta varios
locais de ligacao para os diferentes intervenientes da sua regulacao, como o fosfatidilinositol
4,5-bifosfato (PIP2), a calmodulina, a proteina quinase C (PKC) e ATP (Gonzales and Earley,
2013).

Os mecanismos através dos quais estes canais sdao regulados ainda nao estao totalmente
esclarecidos, embora ja esteja descrito que os TRPM4 sdo ativados apds uma elevacao da
[CaZ*]; através da libertacao de calcio do reticulo sarcoplasmatico (RS) (Earley, 2013). Esta
libertacao é iniciada pela atividade da fosfolipase C (PLC) que origina diacilglicerol (DAG) e
inositol trifosfato (IP3) (Earley, 2013). O IP3 ativa os seus recetores no RS, libertando calcio
para o espaco intracelular (Gonzales and Earley, 2013), enquanto que o DAG estimula a
atividade da PKC (Earley, 2013). Em conjunto, estas duas vias levam a ativacao do TRPM4 e
consequente translocacao para a membrana plasmatica, como demonstra a figura 2 (Earley,
2013).



Esta também descrito um outro canal que influencia a atividade do TRPM4, o TRPCé
(Earley and Brayden, 2015). O TRPC6, em situacdes de stress € ativado pelo DAG e, uma vez
que é permeavel ao calcio, aumenta a atividade dos recetores do IP3 que por sua vez ativam
os TRPM4 nas proximidades (Earley and Brayden, 2015). Apos a sua ativacdo, os TRPM4
permitem o influxo de Na* promovendo a despolarizacao da membrana e ativacao dos VDCC,

ocorrendo vasoconstricao (Brayden et al., 2008).

Espaco Extracelular

CONTRACAO

Reticulo Sarcoplasmatico
Espago Intracelular

Figura 2. Mecanismos de regulacdo do TRPM4 e consequente contracdo. Em situacdes de stress o
TRPC6 é ativado pela DAG permitindo a entrada de calcio. O calcio ativa os recetores de IP3 no RS com
consequente libertacao de calcio. Estas correntes de calcio provenientes dos reservatorios intracelulares
ativam o TRPM4 que por sua vez despolariza a membrana e ativa os canais de calcio dependentes da
voltagem, levando a contracdo. Adaptado de (Earley and Brayden, 2015).

% Canais de Calcio Dependentes da Voltagem

Nas SMC arteriais, os canais de CaZ* dependentes de voltagem do tipo-L (Cav 1.2), sdo a
maior via de entrada de Ca?* e regulam funcées celulares como a contratilidade e expressao
génica (Bannister et al., 2009). Estes canais sdo expressos em varios tipos de células,
incluindo os neuronios, miocitos cardiacos, musculo-esquelético e musculo liso (Bannister et
al., 2009). Estes canais de CaZ* dependentes da voltagem sdo complexos heteromultiméricos
com uma subunidade al que forma um poro (Harraz et al., 2014) e outras subunidades
auxiliares do tipo a2d, B e y (Bannister et al., 2009). Os canais Ca, 1.2 desempenham um
papel importante a nivel da resposta miogénica pois, quando ativos, elevam a [CaZ'];
provocando vasoconstricio de forma a manter a perfusao sanguinea cerebral constante
(Narayanan et al., 2013). Os Ca, 1.2 sao capazes de transcrever as alteracées no V., nas SMC
em alteracdes na [Ca*]; e, desta forma, ajustar o estado contratil da célula (Longden et al.,
2016). A sua funcdo como reguladores esta comprovada uma vez que, na presenca de
inibidores dos VDCC, alteracées no V,, induzidas por diferencas de pressao ou por outros

agentes nao tem efeito no ténus vascular (Longden et al., 2016).
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A ativacdo dos canais Ca, 1.2 permite a entrada de calcio para o citosol, o qual se liga a
calmodulina, ativando o complexo calcio-calmodulina (Urefa et al., 2013). Este complexo
estimula a fosforilacao da cadeia leve da miosina, ocorrendo desta forma a contracao celular
(Urena et al., 2013).

Para além dos canais Ca, 1.2, estudos em ratos e murganhos tém demonstrado que canais
de Ca? do tipo T (Ca, 3.2), que séo ativados a baixas voltagens ou a voltagens transitorias,
sdo também expressos nas artérias cerebrais, e desempenham um papel direto na elevacao do
Ca?* citosolico (Harraz et al., 2014). A atividade destes canais parece variar com as diferencas
de pressao, sendo que a baixas pressoes, os canais tipo-T sao os principais ativos e a medida
que a pressao aumenta, a atividade dos canais tipo-L vai aumentando também (El-Rahman et
al., 2013; Kuo et al., 2011).

B. Mensageiros Quimicos

Os recetores acoplados a proteinas G sdo bastante importantes na regulacao do tonus
vascular pois conseguem sofrer mudancas conformacionais que facilitam a interacao de certas
proteinas sinalizadoras, as proteinas G, com as vias de sinalizacdo intracelulares (Longo and
Goyal, 2013). Aminas biogénicas, como as catecolaminas (norepinefrina e epinefrina) e a

serotonina (ou 5-hidroxitriptamina, 5-HT) ativam estes recetores (Longo and Goyal, 2013).

Tal como na vasculatura sistémica, os vasos cerebrais sdo bastante inervados por fibras
nervosas simpaticas conectadas a recetores adrenérgicos a-1 que parecem estar localizados
nas arteriolas (Purkayastha and Raven, 2011). Embora os recetores adrenérgicos a-1 sejam os
mais abundantes no cérebro, o seu papel no sistema nervoso ndo esta totalmente esclarecido
(Purkayastha and Raven, 2011).

Os recetores adrenérgicos sdao membros dos recetores acoplados a proteinas G que
medeiam as acbes das catecolaminas endogenas (Piascik and Perez, 2001) e podem dividir-se
em trés grupos principais a-1A, a-1B e a-1D (Purkayastha and Raven, 2011). Destes trés tipos,
o recetor mais abundante a nivel cerebral é o a-1A, tendo sido descrito como pos-sinaptico e
com papéis importantes e nivel da libertacdo de neurotransmissores, nomeadamente do
glutamato e acetilcolina (Piascik and Perez, 2001). De uma forma geral, estes recetores
conseguem operar de forma dependente e independente de calcio e para além do seu papel
trofico, os recetores adrenérgicos parecem ter importancia em condicées de hipoxia e
hipertensao (Longo and Goyal, 2013). Nas SMC vasculares, os recetores al ligam-se a
norepinefrina, ou a outras aminas biogénicas e, através dos recetores acoplados a proteinas
do tipo Gq estimulam a atividade da PLC que promove a hidrolise do fosfatidilinositol
bifosfato originando IP3 e DAG (Purkayastha and Raven, 2011). Estas moléculas vao atuar

como segundos mensageiros mediando a libertacdo de calcio intracelular de reservatdrios
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intracelulares e a ativacdo da PKC que ativa a cascata de eventos sinalizadores necessarios a

vasoconstricao (Purkayastha and Raven, 2011).

Os recetores do IP3 (IP3R) consistem em 4 subunidades com um peso molecular de 310
KDa que podem apresentar trés tipos diferentes tendo em conta as subunidades que
apresentam, sendo a isoforma 1 que é predominante nas SMC (Dabertrand et al., 2013). Os
astrocitos também parecem expressar recetores para o IP3, sendo a isoforma predominante a
do tipo 2 (Longden et al., 2016). Varios estudos tém levantando questdes acerca do papel dos
IP3R nos astrocitos e consequente sinalizacdo de calcio no controlo do fluxo sanguineo
cerebral (Longden et al., 2016), mas mais estudos sdo necessarios para entender qual a

relacao com as SMC.

Os IP3R estado envolvidos na resposta a diversas moléculas enddgenas vasoativas como a
endotelina-1, acetilcolina, noradrenalina e 5-HT (Dabertrand et al., 2013). Apresentam uma
elevada sensibilidade ao calcio, sendo ativados a baixas concentracoes deste ido e inibidos a
concentracées muito elevadas (Dabertrand et al., 2013). Foi também demonstrado que, nas
artérias piais, o calcio libertado pelos IP3R é capaz de ativar os TRPM4 e canais de potassio de

larga condutancia (Dabertrand et al., 2013).

Uma outra via importante no controlo do tonus vascular nas artérias cerebrais é a via que
envolve a serotonina. A serotonina tem diversos efeitos a nivel da vasculatura cerebral
nomeadamente na hemostase, na agregacao plaquetaria e no vasospasmo cerebral apés uma
hemorragia (Longo and Goyal, 2013). Os recetores de serotonina apresentam diversas familias
e subtipos, sendo que nas SMC vasculares sao expressos os de tipo 1 e 2 os quais atuam

através de proteinas G mediando respostas vasoconstritoras (Longo and Goyal, 2013).

C. Contracdo Independente de Calcio

Para além da contracdo induzida pelo aumento do calcio no citosol das células
musculares, existem outras vias que tém como objetivo a contracdo celular e que nado sdo
diretamente influenciadas pelo calcio. Embora a maior via de contracdo das SMC seja a via
que envolve a fosforilacdo da cadeia leve da miosina, existem ja evidéncias que uma outra via
que envolve a proteina cinase ativada por mitogenos (MAPK) desempenha um papel

importante na modulacao do processo contracao/relaxamento (Longo and Goyal, 2013).

As células respondem ao seu ambiente extracelular através de uma variedade de
mediadores, incluindo hormonas e citocinas (Irving and Bamford, 2002). As cascatas de
sinalizacdo mediadas por proteinas cinases sao elementos essenciais na comunicacdo do
espaco extracelular com o ambiente intracelular. Estdo caracterizadas trés vias mediadas por
cinases, a via da cinase regulada por sinais extracelulares (ERK 1/2) e as vias das cinases
ativadas pelo stress (p38/SAPK2 e JNK/SAPK) (Irving and Bamford, 2002). Todas estas vias

envolvem a MAPK que é capaz de interagir com substratos celulares e transporta-los para o
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nucleo, modulando desta forma os fatores de transcricdo e consequentes respostas biologicas
(Irving and Bamford, 2002).

Nas artérias cerebrais, a via das ERK 1/2 que é ativada por fosforilacdo de residuos de
tirosina e treonina parece desempenhar um papel importante na regulacao do tonus vascular
(Longo and Goyal, 2013). Tem sido sugerido que a via da ERK 1/2, em vasos sanguineos
adultos, diminui a sensibilidade ao Ca?* através da regulacdo da atividade da PKC (Longo and
Goyal, 2013). Estudos sugerem que a nivel cerebral as vias da MAPK estejam mais ativas em
situacdes de lesdao, como por exemplo a isquémia, uma vez que nestas situacdes sdo
libertados fatores como citocinas, glutamato e radicais livres que vao estimular a sua ativacao
(Irving and Bamford, 2002).

1.1.1.4.2 Mecanismos envolvidos no processo de relaxamento

Para que as mudancas no diametro arterial sejam possiveis e para o inicio de um novo
estimulo é necessario um controlo bastante preciso da extensdao da resposta miogénica,
através do controlo de influxo de Ca?* (Chen et al., 2006). Para que este controlo ocorra,
Chen e colaboradores dizem que existe um mecanismo de feedback negativo envolvendo a
ativacao de canais de K* existentes nas SMC permitindo a hiperpolarizacao da membrana
plasmatica, mas o conhecimento acerca dos mecanismos envolvidos e quais os tipos de canais

presentes neste tipo de resposta ainda é limitado (Chen et al., 2006).

A. Canais de Potdssio

O potencial de membrana nas SMC é um fator determinante para o ténus vascular e é
regulado pelos canais de potassio (Dunn and Nelson, 2010). Como as células mantém uma
concentragao intracelular de K* muito superior a concentracdo no meio extracelular, a
abertura destes canais, na membrana das SMC, permite o efluxo de K*, resultando numa
hiperpolarizacao da membrana (Haddy et al., 2006) e consequente inativacao dos VDCC (Dunn
and Nelson, 2010). Quando os VDCC fecham, ocorre uma diminuicdo da concentracao de

calcio no interior da célula, levando a vasodilatacao (Dunn and Nelson, 2010).

De acordo com a sua estrutura, os canais de potassio podem ser divididos em quatro
classes principais, canais de potassio retificadores de influxo (Kir), canais de potassio
dependentes da voltagem (Kv), canais de potassio ativados pelo calcio (Kca) e canais de

potassio de dominio 2 poros em tandem (Kyp) (Haddy et al., 2006; Rubaiy, 2016).
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+» Canais de Potassio Retificadores de Influxo

Os canais de potassio retificadores de influxo (Kir) sdo regulados pelos fosfolipidos da
membrana, pelo PIP, e por outros ligandos, como o ATP e proteinas G (Rubaiy, 2016). De
acordo com as suas caracteristicas funcionais, podem ser divididos em quatro grupos
distintos: classicos, acoplados a proteinas G, sensiveis ao ATP (K,rp) € transportadores de K*
(Longden and Nelson, 2015). Os Kir podem ser considerados sensores metabolicos, uma vez
que aumentam o fluxo sanguineo e provocam vasodilatacdo acumulando K* no fluido

extracelular, durante o exercicio fisico e atividade neuronal (Haddy et al., 2006).

Os Kurp s@0 octomeros formados por 4 subunidades Kir6.1 e 4 subunidade SUR e nao sao
dependentes da voltagem (Dunn and Nelson, 2010). Estes canais tém fraca capacidade de
retificacdo de influxo e parecem desempenhar um papel importante na dilatacao das artérias
cerebrais em situacoes de acidose e isquémia (Longden et al., 2016). Em condicoes
fisiologicas, sdo ativados por vasodilatadores que ativem a proteina quinase dependente de
monofosfato ciclico de adenosina (cAMP; PKA) e inibidos por vasoconstritores que ativam a
PKC (Dunn and Nelson, 2010). A elevada sensibilidade dos K, a0 estado metabdlico do
organismo sugere que estdao envolvidos no aumento do fluxo sanguineo em funcao da
necessidade metabdlica dos tecidos (Rodrigo and Standen, 2005). Pensa-se que controlam
diversos processos fisiologicos, como protecdo neuronal, libertacdo de neurotransmissores,
percecao da dor e secrecao hormonal (Rodrigo and Standen, 2005). Estudos em 6rgéos intatos
indicou a ativacdo destes canais na vasodilatacao em caso de hipoxia na circulacao cerebral
(Rodrigo and Standen, 2005). Quando os Kurp estdo ativos, nota-se uma diminuicdo da [Ca?'];,

levando ao relaxamento vascular (Yamada, 2016).

Estes canais sdo amplamente encontrados no cérebro, principalmente na substantia
nigra, cortex, hipocampo e hipotalamo (Rodrigo and Standen, 2005). Foram também
descobertos K,rp nas membranas da mitocondria (mitoKap) de midcitos ventriculares
cardiacos. Os mitoK,rp diferem dos Karp na sua inibicdo, uma vez que os primeiros requerem
magnésio para a inibicdo pelo ATP (Rodrigo and Standen, 2005). Os mitoK,rp parecem estar
envolvidos na protecao cardiovascular em situacdo de isquémia cardiaca (Rodrigo and
Standen, 2005). Uma vez que a nivel cerebral, as mitocondrias expressam um maior nimero
destes canais que o coracao (Rodrigo and Standen, 2005), torna-se importante entender a sua

funcao e possivel acao a nivel de isquémia cerebral.

++» Canais de Potassio ativados pelo Calcio

Os Kca possuem uma elevada sensibilidade ao calcio intracelular bem como a variagdes no
potencial da membrana, fazendo com que estes canais sejam bastante importantes para o

equilibrio na funcao vascular (Tano and Gollasch, 2014). Tendo em conta a sequéncia de
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aminoacidos na regiao do poro, os Kca podem ser divididos em trés grupos distintos: baixa,

intermédia e alta condutancia (BKca) (Tano and Gollasch, 2014).

Dentro da familia dos canais de K* ativados pelo Ca?*, os BK sdao um dos principais
intervenientes na regulacao do ténus arterial, facilitando a criacdo de um mecanismo de
feedback negativo que vai diminuir a vasoconstricao provocada pelo aumento da [Ca?'];
(Brenner et al., 2000; Longden et al., 2016). Os BK sao os mais expressos nas SMC (Tano and
Gollasch, 2014).

Estes canais apresentam 4 subunidades a e 4 subunidades B, sendo as segundas as mais
importantes na sensibilidade ao Ca?* (Howitt et al., 2011; Longden et al., 2016). Das 4
subunidades B, a subunidade B1 é expressa nas SMC vasculares e a sua expressao esta
relacionada com um aumento de CaZ*, conduzindo a ativacdo do canal e consequente efluxo
de K*, provocando desta forma hiperpolarizacao da membrana e vasodilatacao (Howitt et al.,
2011).

Estudos recentes demonstraram que os BK podem também ser expressos nas mitocondrias
e que desempenham um papel cardioprotetor em situacdes de reperfusao isquémica, podendo
esta protecdo estar associada a ativacdo destes canais nas mitocondrias dos cardiomiocitos
(Singh et al., 2013; Tano and Gollasch, 2014). A nivel cerebral, estudos mostraram que estes
canais também podem oferecer protecao numa situacdo de AVC uma vez que a sua ativacao
pode reduzir a area de enfarte (Liao et al., 2010; Tano and Gollasch, 2014), mas serao

necessarios mais estudos para entender os mecanismos através dos quais operam.

®,

% Canais de potassio dependentes da voltagem

Canais de K* dependentes da voltagem (Kv) sao importantes na regulacao da contracao
provocada pelo aumento da pressao intravascular, sendo ativados tanto nas SMC como nas
células endoteliais e nos pés astrocitarios (Longden et al., 2016). Os Kv sdo uma familia de
canais ionicos que formam correntes dependentes da voltagem quando ativados pela
despolarizacao da membrana (Amberg and Santana, 2006). Estes canais apresentam 4
subunidades a, cada um com seis dominios transmembranares e ainda subunidades B

adicionais (Longden et al., 2016).

Nas artérias cerebrais piais foi demonstrado que os Kv desempenham um papel
importante na regulacao do tonus miogénico em situacoes de pressdo elevada e que podem
ser inibidos pela atividade da PKC (Dunn and Nelson, 2010). Nas artérias do parénquima
cerebral, quando os Kv sao inibidos ocorre uma contragao significativa, indicando que estes
canais promovem a hiperpolarizacdo por efluxo de K* que opde a vasoconstricdo a pressoes
fisiologicas normais (Longden et al., 2016). Ao longo dos anos, tem sido também demonstrado

que, em situacdes de hipoxia, os Kv sao inibidos e que esta inibicao pode estar relacionada
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com a vasoconstricao prolongada que ocorre em situacdes de isquémia, onde o periodo de

repolarizacao do V,, é bastante elevado (Liu et al., 2014).

++» Canais de potassio de dominio 2 poros em tandem

Os canais de potassio de dominio 2 poros em tandem (K,r) sdao uma familia de proteinas
que desempenham um papel importante na manutencao do potencial negativo no interior da
membrana de todos os tipos de células (Sepulveda et al., 2015). Estes canais sao formados
por 4 segmentos transmembranares e dois poros em tandem que se pensa serem responsaveis
por correntes de K* de fundo em células excitaveis (Borsotto et al., 2015). Os Ky sao
regulados por varias sinalizacbes endogenas, fatores ambientais (Borsotto et al., 2015;
Sepulveda et al., 2015)

Os Ky, de acordo com as suas propriedades eletrofisiologicas e farmacoldgicas sao
divididos em seis subfamilias: TWIK, TREK, TASK, TALK, THIK e TRESK (Borsotto et al., 2015).
Da subfamilia dos TASK, o TASK-1 e TASK-3 tém sido implicados com protetores contra a
isquémia uma vez que ambos sdo inibidos em situacées de reducdo de pH e privacdao de
oxigénio (Borsotto et al., 2015).

A nivel cerebral, varios estudos demonstraram a expressao de um canal da familia dos
TREK, o TREK-1, tanto nas SMC como nas células endoteliais da artéria basilar, envolvidos na
regulacao do tonus vascular (Enyedi and Czirjak, 2010). Estes estudos também demonstraram
que, durante um ataque isquémico, os TREK atuam de forma a ocorrer uma hiperpolarizacao
da membrana e promover a circulacdo sanguinea em torno da regido afetada, protegendo
desta forma os neurdnios, no entanto mais estudos sdo necessarios para entender o

mecanismo pelo qual atuam (Enyedi and Czirjak, 2010)
B. Canais Recetores de Potencial Transitorio

Para além de estarem envolvidos na contracdao das SMC, os TRP desempenham também
um papel importante no processo de relaxamento, sendo a familia dos TRPV a principal
envolvida. O TRPV4 apresenta seis dominios transmembranares e consegue interagir com
proteinas como os recetores do IP3, filamentos de actina, proteinas associadas a microtibulos
(MAP), aquaporinas e canais BK (Filosa et al., 2013). Estes canais sao nao seletivos mas
possuem uma grande permeabilidade ao calcio (Longden et al., 2016) e sdo ativados pelo
acido eicosatrienoico (EET) (Earley et al., 2005). Os EETs sao agonistas endogenos dos TRPV4
e promovem a hiperpolarizacao das SMC vasculares, levando ao relaxamento vascular (Filosa
et al., 2013).

Estudos de Earley e colaboradores mostraram que a estimulacao dos TRPV4 pelos EETs

promove a entrada de calcio para a célula e que este influxo vai ativar os recetores de

16



rianodina que promove sparks de calcio dos reservatorios intracelulares causando
vasodilatacao (Earley et al., 2005; Longden et al., 2016). As sparks de calcio provenientes dos
RyR ativam os canais BK que por sua vez promovem a hiperpolarizacao da membrana e

consequente vasodilatacao e relaxamento vascular (Earley and Brayden, 2015).

Um spark de calcio é caracterizado por uma libertacdo local, rapida e transitoria de
calcio do RS, através dos recetores de rianodina (RyR) (Essin and Gollasch, 2009). O calcio
proveniente do RS vai ativar os BK das proximidades, iniciando assim o processo de
hiperpolarizacao que vai reverter o estado de vasoconstricao (Brenner et al., 2000). Nas
artérias cerebrais, a atividade dos BK é modulada por proteinas cinases endogenas e por
fosfatases, sendo esta regulacdo variavel ao longo do crescimento (Longo and Goyal, 2013).
Em comparacao ao estado adulto, no feto as SMC tém uma atividade maior das fosfatases e
das proteinas cinase G (PKG) e menor da PKA (Longo and Goyal, 2013). Estas diferencas
relacionadas com a idade na atividade das proteinas sugerem que, num estado fetal, a
sensibilidade dos BK ao calcio é maior, permitindo especular que em idades mais avancadas, a
[Ca**]; aumenta e que existe um potencial de repouso mais despolarizado (Longo and Goyal,
2013).

1.1.2 Disrup¢ées na Unidade Neurovascular

Como a UNV é uma estrutura de elevada importancia para a regulacdo da homeostasia
cerebral, o incorreto funcionamento de um ou mais dos seus constituintes podera ter graves
consequéncias (Muoio et al., 2014). Varios autores tém vindo a demonstrar que, em condicoes
agudas, como a lesdo cerebral traumatica, hemorragia subaracnoide, AVC e condicoes
cronicas, como a doenca de Alzheimer, os componentes da UNV apresentam diversos tipos de
lesdes (Muoio et al., 2014). Em todos estes processos patologicos é possivel observar-se uma
perda na permeabilidade e seletividade da BHE, a degradacdo da matriz extracelular e uma

resposta inflamatoria (Muoio et al., 2014).

Para que a BHE mantenha as suas propriedades é necessaria uma comunicacao correta e
sustentada entre os componentes da UNV, através de diversos fatores libertados e recetores
celulares (Keaney and Campbell, 2015). A disfuncao de qualquer componente desta unidade
fisiologica podera levar a uma desregulacédo transcelular e das vias paracelulares das células
endotelias cerebrais, contribuindo desta forma para uma situacdo patoldgica na BHE (Keaney
and Campbell, 2015).

Os mecanismos de disrupcdo da BHE tém diferentes caracteristicas em cada patologia
(Muoio et al., 2014) e a questdao que permanece é se existe algum mecanismo comum que
leva ao comprometimento da BHE ou se cada patologia apresenta mecanismos celulares e
moleculares diferentes (Daneman and Prat, 2015). O que ja esta demonstrado e que é comum

na disfuncao da BHE em muitas patologias € um aumento do transporte vesicular, a disrupcao
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das juncdes oclusivas e as alteracdes no transporte endotelial e nos processos metabdlicos,
embora nao se entenda ainda quais as interacdes presentes nestes processos (Daneman and
Prat, 2015). Ja foi descrito, por exemplo, que os pericitos sdo suscetiveis a lesdes, como a
isquémia, e que este fenomeno pode relacionar-se com a doenca de Alzheimer, levando a que
os pericitos se tornem um alvo terapéutico (Muoio et al., 2014). Desta forma, torna-se
importante estudar os mecanismos entre os componentes da UNV, de forma a poder

desenvolver-se uma estratégia para futuros tratamentos das doencas cerebrovasculares

1.2 Sistema Vascular Cerebral

O cérebro é totalmente dependente de um suprimento continuo de sangue oxigenado e
glucose, como tal os mecanismos de controlo da corrente sanguinea cerebral sao
extremamente sofisticados e sensiveis a variacées (FitzGerald and Folan-Curran, 2002).
Calcula-se que, por minuto, circula pelo encéfalo uma quantidade de sangue
aproximadamente igual ao seu proprio peso e que o fluxo sanguineo é diretamente
proporcional a pressdo arterial e inversamente proporcional a resisténcia cerebrovascular
(Machado, 2006). O fluxo sanguineo € maior nas areas mais ricas em sinapses e,
consequentemente, existe um maior fluxo sanguineo na substancia cinzenta do que na
substancia branca, uma vez que a cinzenta apresenta uma maior atividade metabdlica
(Machado, 2006).

A irrigacdo sanguinea do cérebro humano é feita a partir de duas artérias carotidas
internas e duas artérias vertebrais, originarias do pescoco e que, na base do cranio formam o
poligono de Willis, de onde saem as principais artérias para a vascularizacao cerebral (Figura
3) (Machado, 2006; Snell, 2001). Uma das artérias mais importantes é a artéria cerebral
média, que deriva da carotida interna e recebe cerca de 60 a 80% do fluxo sanguineo

proveniente da mesma (FitzGerald and Folan-Curran, 2002).
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Artéria Comunicante
Anterior

Artéria Cerebral Média

Artéria Comunicante
Posterior

Artéria Cerebral
Posterior

Artéria Basilar

Artéria Vertebral

Figura 3. Principais Artérias Cerebrais. O cérebro contém artérias base a partir das quais existem

ramificacoes que permitem o suprimento sanguineo a todo o encéfalo. Adaptado de (Machado, 2006).

1.2.1 Artéria Cerebral Média

A artéria cerebral média irriga todo o sulco lateral até a zona da insula onde se divide em

ramificacdes superiores que distribuem para o lobo frontal e em ramificacoes inferiores que

irrigam uma zona que engloba o lobo parietal, os lobos temporais (Esperanca Pina, 2000;

FitzGerald and Folan-Curran, 2002) e o nervo 6tico (Snell, 2001) (figura 4). Estas zonas

compreendem areas corticais importantes como a area motora, a area da sensibilidade

somatica (ou somestésica), a area de Broca entre outras (Machado, 2006), realcando a

importancia do bom funcionamento desta artéria.
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Figura 4. Artéria Cerebral Média e as suas principais ramificagdes. A artéria cerebral média, a azul (1)
ramifica-se nas artérias temporal anterior (2), temporal média (3), temporal posterior (4), prega curva
(5), parietal anterior (6), Rego de Rolando (7), pré-frontal (8), frontal anterior (9) e frontal anterior
(10). Adaptado de (Esperanca Pina, 2000).

As ramificacdes centrais desta artéria incluem as artérias que irrigam o corpo estriado, a

capsula interna e o talamo (FitzGerald and Folan-Curran, 2002). Desta forma, obstrucdes na

artéria cerebral média sdo a causa principal do acidente vascular cerebral classico,

resultando em episddios de hemiplegia, isto €, paralisia do braco, perna e parte inferior do

rosto (FitzGerald and Folan-Curran, 2002), podendo ainda haver graves distlrbios na

linguagem (Machado, 2006).
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1.2.2 Estrutura dos Vasos Sanguineos Cerebrais

A vasculatura cerebral apresenta determinadas caracteristicas que a diferencia dos
restantes vasos sanguineos. Um exemplo disso é que ao contrario da vasculatura
periférica, onde os chamados esfincteres pré-capilares medem os gradientes de pressao,
na circulacdo cerebral nao existem tais estruturas, sendo a pressao reguladas pelas
artérias e arteriolas (Liebeskind and Caplan, 2016). Também o fluxo sanguineo é regulado
pelas artérias, principalmente pelas que pertencem ao Ciclo de Willis, tornando-se desta
forma evidente a importancia de reconhecer o papel da vasculatura cerebral como um

elemento fisiologico ativo na homeostase metabdlica (Liebeskind and Caplan, 2016).

Os vasos cerebrais sdo compostos por trés camadas distintas, cada uma com uma
funcao especifica (Figura 5), tal como ocorre nos restantes vasos sanguineos do corpo
(Jullienne et al., 2016). A camada mais interna é chamada de tinica intima e é composta

por uma camada de células endoteliais rodeadas por uma membrana e, no caso de vasos



de menor calibre como os capilares, podem existir também pericitos (Figura 5C)
(Jullienne et al., 2016). A envolver esta primeira camada, encontra-se a tUnica média,
que contém as SMC e o niUmero de camadas celulares que contém depende do tamanho do
vaso, tendo as artérias piais duas ou trés camadas enquanto as artérias penetrantes tém
apenas uma ou duas (Jullienne et al., 2016). Por ultimo, a camada mais exterior é a
tlnica adventicia, a camada mais forte, composta por tecido conjuntivo, colagénio e
fibroblastos, fornecendo desta forma a resisténcia necessaria para as forcas que atuam
nas paredes dos vasos (Jullienne et al., 2016). De uma forma geral, as artérias cerebrais
distribuem as suas camadas em 17% da espessura total pertencente a tunica intima, 52% a

média e 31% a adventicia (Liebeskind and Caplan, 2016).

Tunica intima

Tunica Média

Tunica Adventicia

2 Controlo Neuronal 2

®

o Intrinseco =

— B — oo B
5=— 1 = 1 X ) )
Tunica Intima
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—_—— e ST Tanica Média
— Tunica Adventicia
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Astrécito__ \k‘“ T ¢ Extrinseco &
= ) _ = = === (Células Musculares
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Figura 5. Representacdo das trés camadas e respetivos constituintes dos vasos cerebrais. A - Nas
artérias, as trés camadas, intima, média e adventicia estdo bem diferenciadas e apresentam uma
camada de SMC maior. B- Nas arteriolas, a tinica média € menos espessa que a das artérias uma vez que
apresenta menor quantidade de SMC. C- Constituicao dos capilares, que apresenta apenas uma camada,
a tlnica intima e pericitos. Adaptado de (Jullienne et al., 2016).

Existem ja muitas diferencas entre as artérias intracranianas e extracranianas
descritas (Figura 6). No caso das artérias do cérebro, estas possuem uma lamina elastica
interna bem desenvolvida, ndo apresentam lamina elastica externa, tém juncdes oclusivas
endoteliais com poucas vesiculas pinociticas, apresentam uma distribuicdo enzimatica
diferente e a camada adventicia € mais fina do que nos vasos periféricos (Chen and
Fisher, 2016; Liebeskind and Caplan, 2016).
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Artérias Intracranianas Artérias Extracranianas

LEE

Aventicia

(D célulasEndoteliais = Tight junctions -« SMC  “~== Fibras de Elastina

Figura 6. Principais diferencas entre as artérias extracranianas e intracranianas. As artérias
extracranianas apresentam uma Lamina elastica interna (LEl) mais fina e apresentam Lamina Elastica
externa (LEE), ao contrario das artérias intracranianas. A tlnica adventicia € de maior espessura e
apresentam ainda uma maior quantidade de SMC que as artérias cerebrais. Ja as artérias intracranianas
tém juncoes oclusivas nas células endoteliais e a tunica adventicia apresenta-se em contacto com o
fluido cefalorraquidiano. Adaptado de (Chen and Fisher, 2016).



Capitulo 2
Objetivos

23



24



2 Objetivos

As doencas cerebrovasculares sao, hoje em dia, uma das principais causas de mortalidade
e de sequelas da populacao ocidental. Com o continuo aumento da taxa de incidéncia destas
patologias, torna-se importante desenvolver métodos que facilitem a investigacao nesta area,
uma vez que os recursos de estudo que existem sao bastante limitados.

Estas doencas afetam principalmente os vasos sanguineos cerebrais, levando a uma
diminuicdo do fluxo sanguineo a certas partes do cérebro. Esta diminuicdo induz a uma
reducdo dos niveis de oxigénio que pode conduzir a morte celular. As principais células
reguladoras do fluxo sanguineo sdao as SMC, sendo estas as células maioritariamente lesadas

nas doencas cerebrovasculares.
Desta forma, foram definidos diferentes objetivos especificos para este trabalho:

1) Desenvolvimento de um modelo de cultura de SMC derivadas da artéria cerebral

média;
2) Caracterizacao fenotipica das células presentes na cultura;

3) Analise da funcionalidade das células em cultura por estudo da resposta a agentes

contrateis e relaxantes.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Cultura Celular de SMC

Todos os animais utilizados na preparacao da cultura celular foram tratados de acordo
com os requisitos éticos de pesquisa animal e com a convencao europeia para a protecao dos
animais vertebrados utilizados para fins experimentais ou outros propdsitos cientificos
(Decreto-Lei n° 113/2013). O método de cultura utilizado foi adaptado de um modelo
anteriormente estabelecido por Cairrdao e colaboradores (Cairrao et al., 2009) e de um
modelo de Martin e colaboradores (Martin de Llano et al., 2007) para isolamento de SMC da

artéria umbilical humana.

Fémeas Wistar foram anestesiadas (quetamina 87,5 mg/Kg e xilazina 12,5 mg/Kg) e
posteriormente sacrificadas por deslocamento cervical. O cérebro foi cuidadosamente
removido e colocado em tampao fosfato salino (PBS: 1400mM de NaCl, 81mM de Na2HPO,
27mM de KCl e 15mM de KH2PO4, pH 7,4) (Tabela 1). Utilizando material cir(rgico adequado
procedeu-se ao explante das artérias cerebrais médias que foram também colocadas em PBS
(Figura 7). Seguidamente as artérias foram aderidas a uma placa de cultura com 6 pocos
previamente revestida com colagénio (5 pg/cm2) e colocadas na incubadora a 37° C numa
atmosfera com 95% de ar atmosférico e 5% de CO2. Apo6s 3 minutos foi adicionado 1 ml de
meio de cultura completo (DMEM-F12 suplementado com soro fetal bovino (FBS - 5%);
Albumina de soro bovino (BSA - 0,5%); fator de crescimento epidérmico (EGF, 5ug/mL); fator
de crescimento fibroblastico (FGF, 0,5 ng/mL); heparina (2ug/mL), insulina (5pug/mL) e SAA
(1%), pH 7,4) (Tabela 1) e colocada novamente na incubadora durante 24h, apos as quais foi
adicionado mais 1 ml de meio de cultura completo. O meio de cultura foi mudado a cada 2
dias sendo obtidas culturas confluentes apos 10-20 dias em cultura. Subculturas destas células
foram mantidas até a sexta passagem. Posteriormente a primeira passagem, o meio de
cultura utilizado foi alterado para meio de cultura completo com 10% FBS (Tabela 1) e

mudado a cada 2 dias.

Figura 7. Cérebro de um rato adulto. A regido assinalada inclui a
artéria cerebral média esquerda. Ambas as artérias (direita e
esquerda) foram explantadas e colocadas em cultura.
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Tabela 1. Solugdes utilizadas nos processos experimentais da cultura celular e PCSA
Solucao Composicao

1400mM de NaCl, 81mM de NazHPO, 27mM de KCl e 15mM de KH,PO4, pH 7,4

Mistura de penicilina (10000 U); estreptomicina (10 mg) e anfotericina (25 mg)

250g BSA e 10mL H,0

DMEM-F12 Liofilizado, NaHCO3 (1,2g/L) e acido L-ascorbico (20mg/L), pH 7,4

DMEM-F12 suplementado com soro fetal bovino (FBS - 5%); Albumina de soro
bovino (BSA -0,5%); fator de crescimento epidérmico (EGF, 5ug/mL); fator de
crescimento fibroblastico (FGF, 0,5 ng/mL); heparina (2ug/mL), insulina (5ug/mL)
e SAA (1%), pH 7,4
DMEM-F12 suplementado com soro fetal bovino (FBS - 10%); Albumina de soro
bovino (BSA -0,5%) e SAA (1%), pH 7,4

DMEM-F12; Albumina de soro bovino (BSA - 0,5%) e SAA (1%), pH 7,4
119 mM de NaCl,5mM de KCl, 1,5mM de CaCl2:2H20, 1,2mM de MgS04-7H20,
1.2mM de KH2PO4, 25mM de NaHCO3, 0,03mM EDTA-Na2, 0,6mM de Acido L-(+)-

ascorbico e 11mM de glucose, pH 7,4.

3.2 Ensaio de Imunocitoquimica

O protocolo utilizado nesta técnica foi adaptado do modelo estabelecido por Mendes-

Oliveira e colaboradores (Mendes-Oliveira et al., 2017).

Para a caracterizacao da cultura celular e identificacao das células presentes na cultura
foi usada a técnica de imunocitoquimica. Culturas entre a segunda e a quarta passagem em
confluéncia foram colocadas em meio de cultura completo sem soro durante 24 e 48 horas,
para alteracao do fenotipo sintético para contratil. Apoés remocdo do meio de cultura e
lavagem com PBS as células foram fixadas com PFA 4% durante 10 minutos e depois
permeabilizadas por incubacao com 1% Triton X-100 em PBS durante 5 min. Para que as
ligacbes nado especificas fossem bloqueadas adicionou-se PBS contendo 0,1% de Tween (PBS-T)
e 20% de FBS e deixou-se em incubacao durante 1 hora a temperatura ambiente. Depois do
bloqueio as células foram lavadas seis vezes com PBS-T e incubadas durante a noite, a 4°C,
com os anticorpos primarios dirigidos para a a-actina e para células endoteliais (Tabela 2).
Posteriormente a incubacao dos anticorpos primarios, efetuaram-se 6 lavagens com PBS-T
com uma duracdo de cerca 15 min e adicionaram-se os anticorpos secundarios (Tabela 2),
igualmente diluidos em PBS-T com 1%de FBS, e deixou-se em incubacdo durante 1H a

temperatura ambiente. Procedeu-se novamente a 6 lavagens com PBS-T com uma duracao de
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cerca 15 min e a marcacdao dos nucleos por incubacdo durante 10 min a temperatura
ambiente com Hoescht 2pM (Invitrogen), preparado com a mesma solucao de diluicao de
anticorpos usada anteriormente. Apds mais trés lavagens com PBS-T, montaram-se as lamelas
utilizando o meio de montagem DAKO. As imagens fluorescentes foram adquiridas no
microscopio de fluorescéncia (Axiobserver Z1, Zeiss) com uma ampliacdo de 40X. Em cada
experiéncia quantificaram-se 3 lamelas por condicao experimental e analisaram-se 20 campos

por lamela.

Tabela 2. Anticorpos primarios e secundarios utilizados nos ensaios de Imunocitoquimica.

. Anticorpo Lt Anticorpo ol
Proteina Primario Diluicao Empresa Secundario Diluicao Empresa
Cabra anti-
Monoclonal Rato . . . rato . Invitrogen,
Anti-a-actina (e SUEE A REr conjugado (A Molecular Probes
com alexa 488
Falielone, Ceslio Chemicon Ca?;glﬁgtr Invitrogen
Anti - Von 1:1000 : . 1:1000 sen,
International conjugado Molecular Probes

Willebrand Factor com alexa 546

3.3 Ensaio de Planar Cell Surface Area (PCSA)

O protocolo utilizado nesta técnica foi baseado num previamente estabelecido por
Mariana e colaboradores (Mariana et al., 2016). Para a realizacao desta técnica foi necessario
que as células entre a segunda e a sexta passagem atingissem a confluéncia para
posteriormente serem colocadas em meio de cultura sem soro (Tabela 1), 24 ou 48 horas
antes da realizacdo da experiéncia. Apos o tempo de incubacao, as células sdo tripsinizadas e
colocadas em caixas de Petri previamente revestidas com 5 pL de colagénio. A cultura nestas
caixas € deixada durante 4 horas na incubadora a 37°C, com 95% de ar atmosférico e 5% de
didxido de carbono. Seguidamente, o meio sem soro foi retirado e as células foram lavadas 4
vezes com meio de Krebs (Tabela 1) mantendo-se o meio da Ultima lavagem na caixa, que foi

posteriormente levada para o microscopio.

As células foram observadas através do microscopio invertido de fluorescéncia da marca
Zeiss Axio Observer Z1. Este é um microscopio totalmente motorizado, equipado com uma
camara digital monocromatica de alta velocidade (Axio Cam Hsm) e possui um sistema de
incubacao incorporado, que permite o controlo da temperatura, necessario a correta

manutencao da viabilidade celular no decorrer das experiéncias.

Apds uma primeira observacao, tirou-se uma primeira fotografia a um bom plano de

células para servir de controlo. Durante 20 minutos as células sdo deixadas no microscopio
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sem qualquer adicao de agentes contrateis ou relaxantes. Apds esses 20 minutos iniciais, é
tirada mais uma fotografia, para observacao da contracao basal. Posteriormente é adicionado
o agente contratil (serotonina, 5-HT - 1 yM ou noradrenalina, NA - 1 pM) e o agente relaxante
(Nitroprussiato de Sodio, SNP - 1 uM), que é deixado atuar durante 20 min, apds os quais é
tirada uma terceira fotografia. Realizou-se a analise e o tratamento das imagens através do
programa AxioVision 4.8 software, recorrendo ao suplemento Automatic measurement
programs, que permitiu medir a diferenca de area das células apds a adicdo dos agentes
contrateis e relaxantes.

3.4 Analise Estatistica

Os dados obtidos encontram-se expressos em percentagem de controlo, percentagem de
células totais ou percentagem de contracdo induzida pela 5-HT e NA (de acordo com o
referido no texto e legenda das figuras) e representam a média + SEM do nUmero de
experiéncias independentes indicadas nas legendas das figuras, realizadas em triplicado ou
quadruplicado. Analise estatistica foi realizada no GraphPad Prism 6 Demo. A significancia
estatistica entre dois grupos foi analisada utilizando o teste t-Student e a comparacao entre
mais de dois grupos de dados foi analisada segundo o método de One-way ANOVA seguido do
pos-teste de Bonferroni. Os niveis de probabilidade inferiores a 5% foram considerados

significativos (p <0,05)
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4 Resultados

4.1 Caracterizacao da cultura primaria de células

musculares obtida

Numa primeira fase estabeleceu-se um protocolo para a cultura primaria de SMC com
base num modelo pré-estabelecido por Martin e colaboradores (Martin de Llano et al.,
2007) e Cairrao e colaboradores (Cairrao et al., 2009). A cultura foi obtida através de
explantes da artéria cerebral média. A figura 8A mostra a artéria em cultura apos 8 dias

onde se pode observar o crescimento das SMC. A figura 8B mostra a cultura apos 20 dias,

em estado de confluéncia.

Figura 8. Cultura primaria de SMC obtida a partir do explante da artéria cerebral média. A-
Imagem representativa da cultura apos 8 dias. B - Imagem representativa da cultura apos 20 dias,
num estado de confluéncia. As imagens foram adquiridas no microscopio 6tico utilizando a objetiva
10x.

4.1.1 Avaliacao da pureza da cultura primaria obtida

Uma vez conseguidas as células, foi necessario caracterizar as células presentes na
cultura. Para além disso, uma vez que as SMC em cultura apresentam um fenotipo
sintético, foi necessario verificar se o fenodtipo contratil era conseguido através de
incubagoes com meio sem soro. Para avaliar a pureza da cultura foi realizada uma
imunocitoquimica com anticorpos dirigidos contra a-actina (figura 9A), um conhecido
marcador para células musculares e com Fator de Von Willebrand (vWF), um marcador

para células endoteliais (figura 10). As marcacdes foram feitas em diferentes passagens
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da cultura e a diferentes tempos de incubacao com meio sem soro, uma vez que as SMC

apenas marcam para a-actina no fenotipo contratil.

A figura 9A mostra a marcacdo da cultura com a a-actina, a verde, e os nicleos
marcados com Hoescht, a azul, em diferentes passagens (P2 e P4) e em diferentes tempos
de incubacao com meio sem soro (24h e 48h), nao havendo diferencas significativas entre
condicoes. Cerca de 90% das células presentes na cultura expressaram a a-actina, nao se

observando diferencas significativas entre as condicoes testadas (Figura 9 B).

De modo a confirmar a especificidade da marcacao obtida com o anticorpo contra a
a-actina este foi testado numa cultura de células gliais de rato (astrocitos e microglia)

(Figura 9C). Neste caso nao se observou qualquer marcacao.

A)

24h 48h




B) 100
—_

80

.

(]

c

= = 60 -

(S )

-l

< o

7, )

]

B e

=} t 40 =

o

v
20 -
0 - T

24 Horas 48 Horas 24 Horas 48 Horas
P2 P4
Figura 9. Caracterizacdo e avaliacdo da pureza da cultura primaria de SMC. A - Imagem

representativa de uma imunocitoquimica em que as SMC foram marcadas com anti-a-actina (verde). Os
nlcleos foram marcados com Hoescht (azul) e permitiram avaliar o n° total de células. As imagens foram
adquiridas no microscépio de fluorescéncia (Axiobserver Z1, Zeiss) utilizando a objetiva 40x. B -
Quantificacao da percentagem de células com marcacao para a-actina. Cada barra representa a média +
SEM de trés experiéncias independentes, realizadas em triplicado. C- Imagem representativa de uma
Imunocitoquimica em que células gliais foram marcadas com anti-a-actina e os niicleos com Hoescht. A
imagem foi adquirida no microscépio de fluorescéncia (Axiobserver Z1, Zeiss) utilizando a objetiva 40x.
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De modo a analisar-se a presenca de células endoteliais na cultura procedeu-se a
marcacao para VWF. Como pode ser observado na Figura 10, uma imagem representativa dos
resultados obtidos, nao se verificou qualquer marcacao para o VWF, indicando que nao

estavam presentes células endoteliais na cultura.

24H 48H

Figura 10. Imagem representativa de uma imunocitoquimica em que as células foram marcadas com
anti-vWF (vermelho). As imagens foram adquiridas no microscopio de fluorescéncia (Axiobserver Z1,

Zeiss) utilizando a objetiva 40x.

4.2 Avaliacao da funcionalidade das células em cultura

Apos a confirmacdo da presenca e enriquecimento da cultura em SMC e ainda que estas
apresentavam fenotipo contratil apos incubacdo em meio sem soro, foi necessario avaliar se
as células se mantinham funcionais. Para tal utilizamos a técnica de PCSA, de acordo com
Mariana et al., de forma a avaliar a contratilidade das células em resposta a agentes

contrateis (5-HT e NA) e relaxantes (nitroprussiato de sddio - SNP) (Mariana et al., 2016).

4.2.1 Resposta celular a acdo de agentes contrateis

4.2.1.1 Serotonina
Foi analisado o efeito da 5-HT numa concentracao de 1pM nas SMC, apds 24h e 48h em
meio sem soro e comparado com um controlo onde nao houve qualquer adicao de 5-HT (figura
11). Células incubadas em meio sem soro durante 24h ou 48h apresentaram resposta

semelhante a 5-HT contraindo cerca de 20% apds uma exposicao de 20 min.
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Figura 11. Efeito da 5-HT (1 pM) nas SMC. Percentagem de contracdo induzida pela serotonina apos 24
e 48h de incubacao em meio sem soro. Os dados foram expressos em percentagem de contracao celular
em relacado a area inicial de cada célula. Cada barra representa a média + SEM de trés experiéncias
independentes, realizadas em quadruplicado. * P <0,05 versus o controlo. A analise estatistica foi
realizada pelo teste One-Way ANOVA.

4.2.1.2 Noradrenalina
De modo a estudar o efeito da NA nas SMC em cultura, células previamente incubadas
durante 24h ou 48h em meio sem soro foram estimuladas com NA (1uM) durante 20 min
(Figura 12). Como se observa na figura 12, as células incubadas durante 24h em meio sem
soro apresentaram uma maior contracao (20%) que células incubadas durante 48h nesse meio
(15%).

25+

20 - —I— #
154 —,Ic_

NA (1 uM)

% contracao induzida por

Controlo NA Controlo NA

24H 48H

Figura 12. Efeito da NA (1 pM) nas SMC. Percentagem de contracado induzida pela noradrenalina apds
24 e 48h de incubacao em meio sem soro. Os dados foram expressos em percentagem de contracao
celular em relacao a area inicial de cada célula. Cada barra representa a média + SEM de trés
experiéncias independentes, realizadas em quadruplicado. * P <0,05 versus o controlo; # P <0,05
Incubacéo 24h versus Incubacédo 48h. A analise estatistica foi realizada pelo teste One-way ANOVA.
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4.2.1.3 Perfil temporal da contracdo induzida pela 5-HT e NA

O perfil de contracdao das SMC nos 20 minutos apos adicao de 5-HT e NA foi também

analisado, as 24h de incubacao com meio sem soro (figura 13).

Ao fazer-se a analise do perfil temporal da contracao em células previamente incubadas
em meio sem soro durante 24h verificou-se que 4min apos a adicdo de 5-HT se observa ja um
efeito contratil o qual aumenta até aos 16 min. A partir deste periodo registou-se uma
estabilizacdo. No caso das células previamente contraidas com NA registaram-se alteracdes na
area celular 2 minutos apds a adicdo do agente contratil, continuando a aumentar a

percentagem de contracao até aos 16 minutos, onde atingem a contracdo maxima.
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Figura 13. Perfil temporal da contracao induzida por 5-HT e NA (1pM). Azul - Perfil
de contracao celular provocada pela serotonina nos 20 minutos experimentais em
células previamente incubadas durante 24h em meio sem soro; Preto - Perfil de
contracao celular provocada pela noradrenalina nos 20 minutos experimentais em
células previamente incubadas durante 24h em meio sem soro. *P <0,05 versus
contracao induzida por 5-HT. A analise estatistica foi realizada pelo teste t-student.

4.2.2 Resposta celular a acao do agente relaxante - SNP

A total funcionalidade das células musculares requer que estas mantenham a capacidade
de relaxar ap6s uma contracado. Para verificar se ap6s uma pré-contracdo com serotonina ou
noradrenalina as células mantinham a capacidade de relaxar, foi analisado o efeito do SNP

(1uM), um conhecido dador de oxido nitrico.

Como podemos observar na figura 14 apos pré-contracées com noradrenalina e serotonina
foi observado um relaxamento significativo quando as células foram expostas a SNP. A

percentagem de relaxamento apds contracdo com noradrenalina foi de cerca de 45%, sendo
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significativamente maior que o relaxamento de apo6s contracdo com a serotonina

(aproximadamente 35%).
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Figura 14. Efeito do SNP (1 pM) nas SMC pré-contraidas com serotonina (1 pM) e noradrenalina (1
HUM). Cada barra representa a média + SEM de trés experiéncias independentes, realizadas em
quadruplicado. *P <0,05 versus relaxamento apo6s pré-contracdo com NA. A analise estatistica foi
realizada pelo teste t-student. Os efeitos sao expressos em percentagem de relaxamento em relacao a
area celular ap6s contracdo com noradrenalina ou serotonina.
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5 Discussao

As lesoes cerebrovasculares sao das principais causas de morte na populacao ocidental e
tém vindo a aumentar a sua taxa de incidéncia. Contudo as alteragdes clinicas que ocorrem
nestas patologias estdo pouco estudadas devido a falta de conhecimento sobre o
funcionamento das artérias cerebrais. Esta falta de conhecimento estd em grande parte
relacionada com a falta de modelos in vitro para estudo e investigacdo nestas artérias. As
culturas celulares sao caracterizadas pela sua simplicidade, controlo e capacidade de
fornecer informacao detalhada de como responde essa populacdo celular a estimulos ou
lesdes especificas (Roque and Baltazar, 2017). Este conjunto de vantagens leva a que estas
sejam bastante utilizadas no estudo das interacées moleculares, constituindo desta forma
uma ferramenta importante no estudo de diferentes patologias. Assim sendo, o
desenvolvimento de uma cultura primaria de células musculares derivada da artéria cerebral
média é de grande importancia, devido ha grande aplicabilidade desta nos estudos das

diferentes patologias vasculares cerebrais.

Os dois métodos mais utilizados para cultura de células passam por digestdes enzimaticas
ou explantes (Campbell and Campbell, 1993), tendo ja ambos os métodos sido descritos para
culturas de células vasculares provenientes do cérebro (Gauthier et al., 2012) e do cordao
umbilical (Cairrao et al., 2009; Martin de Llano et al., 2007; Patel et al., 2016). Alguns
autores descrevem que o método por digestdes enzimaticas origina um pequeno nimero de
SMC e que é (til para aplicacdo em estudos com curta duragao, apesar de existir uma grande
destabilizacdo da membrana plasmatica, o que pode ser prejudicial para a realizacdo de
algumas técnicas, enquanto que o método por explantes origina uma maior quantidade de
SMC apods 2 a 3 semanas e é melhor para culturas de longo-termo (Patel et al., 2016). Em
relacdo a pureza da cultura, estudos sugerem que culturas celulares realizadas pelo método
de explantes apresenta percentagens de pureza menores, havendo uma maior contaminacao
destas com fibroblastos (Pokrywczynska et al., 2016). Em contrapartida, existem ja
evidéncias que a pureza conseguida pelo método de digestdes enzimaticas nao se mantém ao
longo da cultura, devido a fraca adesao celular e baixa proliferacdao (Mazza et al., 2016). Esta
baixa proliferacao e adesao pelo método de digestao pode ser explicada pela literatura, uma
vez que esta descrito que este método tem maior tendéncia a apresentar células apenas no
fenotipo contratil, enquanto que o método por explantes apresenta uma mistura dos dois
fenotipos, sintético e contratil (Patel et al., 2016). Como as SMC no estado sintético
apresentam uma taxa de crescimento e migracdo maior (Badaut and Bix, 2014), é mais
vantajoso o método por explantes, uma vez que tem maior rendimento e permite a obtencao

de camadas confluentes. Para além disso, a manipulacdo do fenétipo das SMC é possivel
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através da privacado de soro na cultura (Cairrdo et al., 2009; Han et al., 2006), o que facilita a
utilizacao das células obtidas pelos explantes uma vez que garante a presenca de SMC apenas
no fendtipo contratil. Deste modo, seguindo o modelo estabelecido por Martin et al. (2007),
os explantes da artéria cerebral média foram aderidos a uma placa de cultura com seis pocos
e colocados no mesmo meio utilizado na cultura de SMC do cordao umbilical do modelo
implementado por Cairrdo et. al (2009), obtendo células apos 8 a 10 dias em cultura (Cairrao
et al., 2009; Martin de Llano et al., 2007). No que diz respeito a adesao das células as placas
de cultura, existem varias substancias para revestimento, tais como colagénio, fibronectina e
polilisina (Campbell and Campbell, 1993; Martin de Llano et al., 2007). No presente trabalho
foi usado colagénio como substancia de revestimento e resultou numa morfologia celular
concordante com o tipico padrdo habitualmente descrito para as SMC. As sub-passagens da
cultura também apresentaram morfologias semelhantes, indicando que o colagénio é uma boa
opcao de revestimento para células vasculares. Uma das principais dificuldades no isolamento
de SMC é a presenca de células endoteliais e fibroblastos nas artérias. Para evitar
contaminacdes com fibroblastos e células endoteliais provenientes das tlUnicas adventicia e
intima, respetivamente, Cairrao e colaboradores (2009) removeram o endotélio, no entanto,
devido ao pequeno calibre da artéria cerebral média de rato, isso nao foi possivel, o que
podera contribuir para uma maior contaminacdo com estes tipos celulares (Cairrdo et al.,
2009).

No cérebro, a arvore vascular é constituida pelas SMC vasculares e das arteriolas e por
pericitos constituintes dos capilares (Hill et al., 2015). Para além disso, também apresenta
células endoteliais. Desta forma, foi necessario avaliar se as células presentes na cultura
estabelecida correspondiam a SMC vasculares como pretendido, ou outro tipo celular que se
encontra na UNV em constante comunicacdo. Para isso recorremos a técnica de
imunocitoquimica contra a a-actina, um conhecido marcador para SMC no estado contratil e
VWF, conhecido por marcar o fator de Von-Willebrand, um complexo expresso por células
endoteliais. Os resultados obtidos confirmaram a presenca de células musculares na cultura
numa percentagem de cerca de 90% em relacdao ao numero total de células, determinado
através da marcacao dos ndcleos com Hoescht, um composto que intercala a cadeia de DNA.
A auséncia de marcacao para vWF foi indicativo da auséncia de contaminacdo da cultura com
células endoteliais. O controlo negativo realizado para o anticorpo da a-actina mostrou que
este é especifico para células musculares. Era também importante realizar um controlo
positivo para o anticorpo de células endoteliais de forma a ter a certeza que este se
encontrava em bom estado e que era especifico para células endoteliais, contudo a validacao
deste anticorpo ja tinha sido previamente realizada pelo nosso grupo (Cairrao et al., 2009).
Segundo Rensen et al. e Patel et al. o marcador por nos utilizado para marcacdo das células
musculares é especifico para a proteina contratil a-actina (Patel et al., 2016; Rensen et al.,
2007). Como as SMC em cultura detém um fenotipo de proliferacdao (Rensen et al., 2007), foi

necessario estimular a passagem para um estado contratil através de incubacées com meio de
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cultura sem soro. Para caracterizarmos a cultura de uma forma mais completa, testamos
diferentes tempos de incubacoes com meio sem soro e em diferentes passagens da cultura
celular. Como se observa nos resultados obtidos ndao houve diferencas significativas entre
condicdes, indicando que 24h em meio sem soro sao suficientes para cerca de 90% da cultura
passar de um estado sintético para contratil e que a percentagem de células com esse
fenotipo nao se altera com o incremento do niUmero de horas que as células permanecem em
meio sem soro. No entanto, alguns autores indicam que o marcador a-actina também pode
ser expresso por outro tipo de células, nomeadamente miofibroblastos (Pokrywczynska et al.,
2016) e que é recomendado o uso de um maior nimero de marcadores de diferenciacao para
melhor caracterizacdo do fenotipo especifico das SMC em cultura (Adhikari et al., 2015).
Deste modo, teria sido importante a analisar a expressao de outras proteinas especificas do

estado contratil nas SMC.

Uma vez confirmado que a cultura era de SMC e que estas eram capazes de mudar do
fendtipo sintético para contratil através de incubacées com meio de cultura sem soro, foi
necessario avaliar a funcionalidade das células. In vivo, as SMC fazem parte das paredes dos
vasos sanguineos e contribuem para o ténus vascular e para a regulacdo do diametro dos vasos
sanguineos, pressdo sanguinea e distribuicdo do fluxo sanguineo (Badaut and Bix, 2014),
contraindo ou relaxando em resposta a diversos estimulos. Deste modo, foi necessario
verificar se in vitro as SMC em cultura mantinham a mesma capacidade de responder a
agentes contrateis e relaxantes, tal como acontece in vivo. Para isso recorremos a técnica de
PCSA utilizando dois agentes contrateis bastante conhecidos, 5-HT e NA e como agente
relaxante o SNP. A escolha dos agentes utilizados foi com base em estudos previamente
realizados em artérias cerebrais de rato que mostram que estas contraem na presenca de
serotonina, através da ativacdo dos seus principais recetores expressos no cérebro 5-HT1B, 5-
HT1D e 5-HT2A (Edvinsson et al., 2014; Hoel et al., 2001; Kovacs et al., 2012) e na presenca
de noradrenalina pelo recetor adrenérgico al (Goyal et al., 2010). Estes autores sugerem que
os recetores maioritariamente envolvidos na contracdo induzida pela serotonina nas artérias
cerebrais sao os 5-HT1B, enquanto os 5-HT2A estao mais envolvidos nas respostas
vasoconstritoras periféricas (Kovacs et al., 2012; Longo and Goyal, 2013). Kovacs et. al
mostraram ainda que os recetores 5-HT2A sdao mais ativos na presenca de uma elevada
concentracao de serotonina e que pelo contrario os 5-HT1B sdo mais sensiveis e conseguem
ativar-se a baixas concentracoes (Kovacs et al., 2012). Para além dos recetores 5-HT1B e 5-
HT2A que estao envolvidos na vasoconstricao, a serotonina tem também o 5-HT7 que é um
recetor vasodilatador acoplado a proteina Gs, estimuladora da adenilato ciclase (Santos-Silva
et al., 2009). O efeito geral da serotonina é mediado pela combinacao destes recetores.
Também na presenca de noradrenalina existem autores que demonstram a contracdo da
artéria cerebral média, num efeito mediado pela ativacdo dos recetores adrenérgicos a1, dos
quais a NA é agonista (Goyal et al., 2010). No entanto, o efeito que a noradrenalina apresenta

nas artérias cerebrais ndo € apenas vasoconstritor. Estudos indicam que as artérias cerebrais
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expressam também recetores adrenérgicos B1 cuja ativacdao provoca vasodilatacdo num
mecanismo que envolve os K, (Longo and Goyal, 2013; Moore et al., 2015). Estes recetores sao
acoplados a proteina Gs que ativa a adenilato ciclase, mediando desta forma o

vasorelaxamento (Longo and Goyal, 2013; Mariana et al., 2016).

Os dados da técnica de PCSA sao obtidos através de fotografias processadas por um
programa especifico que torna possivel a medicdo da area celular. Desta forma, uma maior
percentagem de contracdo corresponde a uma maior diminuicdo da area, enquanto que uma
maior percentagem de relaxamento, indica um aumento da area. Em cada experiéncia foi
tirada uma foto inicial ap6s a qual foram esperados 20 minutos sem qualquer adicao de
agentes. No fim desses 20 minutos é tirada uma nova fotografia. A diferenca de areas entre a
primeira e segunda fotografia corresponde a contracao controlo, a area que a célula reduziu
sem qualquer influéncia de agentes contrateis. Tanto os controlos efetuados para a 5-HT
como para a NA, tém uma percentagem de contracdao na ordem dos 10%, com excecao do
controlo efetuado para a 5-HT as 48h. Isto pode indicar que esta variacdo corresponde a
adaptacdes morfoldgicas da célula a mudanca de meio e ndo uma percentagem de contracao
real, pois antes da experiéncia, as células sdo mudadas de um meio de cultura sem soro, para
o meio de Krebs. Quando adicionamos 5-HT, a percentagem de contracao é significativa tanto
as 24h como as 48h, sendo esta na ordem dos 20%. Estes resultados indicam que as células em
cultura sao responsivas a serotonina, provavelmente através dos seus recetores 5-HT1B, 5-
HT1D e 5-HT2A. A atividade contratil mediada por estes dois recetores depende de
mecanismos diferentes. O 5-HT1B e 5-HT1D envolvem a ligacdo da proteina Gi que inibe a
adenil ciclase enquanto que o 5-HT2A envolve a ligacdo da proteina Gq/11 que ativa a PLC
aumentando os niveis de IP3 (Longo and Goyal, 2013; Santos-Silva et al., 2009; Verheggen et
al., 2006).

No caso da contracdo com noradrenalina, os resultados indicam que as células sao mais
responsivas apos 24h de incubacdo com meio sem soro do que apds 48h. Na incubacao as 24h,
as células contraem cerca de 20% em resposta a NA, enquanto que as 48h contraem apenas
cerca de 15%. Isto pode indicar que uma maior incubacdo com meio sem soro influencia a
expressao e atividade dos recetores adrenérgicos a1, tornando as células menos responsivas a
NA. Os recetores al ligam-se a NA, ou a outras aminas biogénicas e, através de recetores
acoplados a proteinas do tipo Gq estimulam a atividade da PLC (Purkayastha and Raven,
2011). A PLC promove a hidrélise do fosfatidilinositol bifosfato originando IP3 e DAG que vao
atuar como segundos mensageiros na libertacao de calcio dos reservatorios intracelulares.
Este aumento de calcio promove a ativacdo da PKC que ativa a cascata de eventos
sinalizadores que culminam na vasoconstricao (Purkayastha and Raven, 2011). Desta forma,
observando os resultados obtidos, um maior tempo de incubacdo com meio sem soro pode

afetar a via de sinalizacao dos recetores a1, levando a uma resposta vasoconstritora menor. A
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expressao e atividade dos recetores e canais referentes aos agentes contrateis utilizados sera

um fator de analise importante para melhor compreender a responsividade das SMC.

O perfil temporal da resposta contratil a cada agente foi também analisado. No perfil de
contracao da serotonina podemos observar que a partir dos 16 minutos as células atingem
uma contracdo maxima a partir da qual estabilizam, indicando que o periodo ao qual foi
analisada a contracao (20 min) foi suficiente para determinar o efeito maximo induzido pela
5-HT. A resposta a noradrenalina foi similar a da 5-HT. Apos os 16 minutos, as células
atingiram a contracdo maxima em resposta a NA. O perfil de contracao induzida por cada
agente é similar. A Unica diferenca significativa entre os dois perfis esta relacionada com o
tempo que cada agente demora a iniciar a resposta celular, isto €, aos 2 minutos apos adicdo
de NA ja é possivel observar diminuicao da area celular, enquanto que as células induzidas
por 5-HT aos 2 minutos ainda nao apresentam uma resposta celular significativa. Estas
diferencas observadas podem dever-se aos diferentes mecanismos envolvidos no processo de

contracao de cada agente.

As SMC, como principais reguladoras do ténus vascular, tém de contrair e relaxar para
manter um fluxo sanguineo constante. Assim foi importante verificar se apds a contracao com
5-HT e NA, as SMC continuavam responsivas e capazes de relaxar perante estimulos
vasodilatadores. Para isso, utilizamos como agente relaxante o nitroprussiato de sodio. O SNP
€ um dador de dxido nitrico que induz relaxamento vascular através da ativacdo da guanilato
ciclase solivel e, consequentemente, o aumento de GMP ciclico (Cogolludo et al., 2001;
Stewart et al., 2013). O GMP ciclico promove o relaxamento ao diminuir a concentracao de
calcio intracelular pela ativacdo da ATPase no RS e na membrana plasmatica ou de canais de
potassio (Cogolludo et al., 2001). A resposta das artérias cerebrais ao SNP é ainda
contraditoria. Estudos realizados em artérias cerebrais humanas indicam que, na presenca de
SNP, o diametro das artérias e o fluxo sanguineo ndo se alteram (Joshi et al., 2002). Em
contrapartida, estudos em babuinos e porcos mostram o efeito vasodilatador do SNP nas
artérias cerebrais, inclusive na artéria cerebral média (Cogolludo et al., 2001; Schumann-Bard
et al., 2005; Stewart et al., 2013). Os dados obtidos no presente estudo mostraram que apo6s
uma primeira contracdo com serotonina ou noradrenalina as SMC em cultura foram capazes de
relaxar quando expostas a SNP. O relaxamento induzido é significativamente maior quando as
células sdo pré-contraidas com NA (cerca de 45%) do que quando sdao contraidas com 5-HT
(cerca de 35%). Tendo em conta que a percentagem de contracao induzida por cada agente é
similar, as diferencas no relaxamento podem ser explicadas pelas diferentes acdes vasculares

que a NA e a 5-HT apresentam.

Em conjunto estes resultados demonstram que o modelo desenvolvido para cultura de
SMC da artéria cerebral média é viavel, uma vez que origina SMC capazes de alterar de
fenotipo sintético para contratil e posteriormente responder a estimulos vasoconstritores ou

vasorelaxantes tal como acontece in vivo.
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6 Conclusao e Perspetivas Futuras

As doencas cerebrovasculares sao cada vez mais frequentes e uma das principais causas
de morte na populacao ocidental. Com o aumento das ocorréncias, a ciéncia tem procurado
desenvolver métodos para facilitar a investigacao nesta area. As culturas celulares sdao cada
vez mais utilizadas, pois sdao de facil utilizacao e até certo ponto permitem mimetizar o que
ocorre in vivo. Deste modo, o desenvolvimento de uma cultura de SMC derivadas da artéria
cerebral média é de grande importancia para a investigacao nesta area, podendo por exemplo
ser aplicada em estudos de interacdes celulares entre as células do sistema vascular e
neuronal. Os resultados obtidos com este trabalho mostram que a cultura implementada, uma
cultura de SMC, nao se encontrada contaminada por células endoteliais ou fibroblastos. As
células obtidas marcaram para a proteina contratil a-actina, caracteristica de um fenotipo
contratil. No entanto, sera necessario utilizar um maior nimero de marcadores para proteinas
expressas no estado contratil, para uma melhor caracterizacdo, por exemplo através da

técnica de real-time PCR ou de Western-blot.

As células obtidas foram capazes de contrair em resposta a 5-HT e a NA e de relaxar em
resposta ao SNP. Para um estudo mais completo, e de forma a comprovar os resultados
obtidos, seria interessante utilizar a técnica de Patch-Clamp para estudar o efeito dos
agentes contrateis e relaxantes nas correntes mediadas por canais de calcio e de potassio.
Analisar a expressao dos recetores nas SMC, seria também um ponto importante na

caracterizacao da cultura.

Em conclusao, a cultura obtida é muito enriquecida em SMC e as células sdo funcionais, o
que suporta o seu uso como modelo in vitro da artéria cerebral média e em estudos de

interacao entre o sistema vascular e neuronal.
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