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Resumo

O acidente vascular cerebral constitui uma das principais causas de morte e de invalidez
em todo o mundo. A artéria cerebral média deriva da artéria cardtida interna e é
responsavel pela irrigacao de diversas areas do cérebro, estando associada a maioria dos
quadros clinicos de acidente vascular cerebral. Embora represente apenas 2% da massa
corporal, o cérebro humano utiliza cerca de 20% da energia gerada pelo organismo. Desta
forma, é de extrema importancia manter os niveis de perfusao adequados, uma vez que é
através do fluxo sanguineo que o cérebro recebe os niveis corretos de oxigénio e nutrientes
para o desempenho das suas funcoes. As células musculares lisas sao os principais
componentes celulares das artérias sendo responsaveis pela alteracdo do diametro das
mesmas, através de mecanismos de contracao e relaxamento, possibilitando a regulacdo
do fluxo sanguineo em funcao das necessidades energéticas do cérebro. Assim, o principal
objetivo deste trabalho é analisar o efeito do acido retindico, um derivado da vitamina A
com propriedades vasoativas e anti-inflamatoérias, na regulacdo da funcao vascular
mediada por neuronios e astrocitos apos um evento isquémico. Foram isolados explantes
da artéria cerebral média de ratos Wistar e aderidos a placas de culturas revestidas com
colagénio. A partir dessas artérias foram obtidas células do musculo liso tendo estas sido
expostas a meios condicionados por co-culturas de neur6nios e astrocitos, previamente
incubadas com diferentes concentracoes de acido retindico e submetidas a isquemia.
Através da técnica de Planar Cell Surface Area, foi analisada a resposta das células do
musculo liso ao agente contractil, noradrenalina, e ao agente relaxante, nitroprussiato de
sodio. A utilizacao deste derivado da vitamina A modulou o secretoma de neur6nios e
astrocitos submetidos a ambiente isquémico. A concentracao de 5 pL de 4cido retindico
apresenta os resultados mais promissores, promovendo o relaxamento das células
musculares lisas quando expostas ao agente contractil utilizado, mantendo o mesmo perfil
apos a adicao do agente vasodilatador. Assim, estes dados indicam que a utilizacao de
acido retinbico apresenta beneficios terapéuticos, apés um acidente vascular cerebral,
promovendo o relaxamento das células do musculo liso e aumentando, assim, os niveis

suprimento sanguineo.
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Abstract

Stroke constitutes one of the main causes of death and disability worldwide. The middle
cerebral artery derives from the internal carotid artery and is responsible for the irrigation
of several brain areas, being associated with most cases of stroke. Despite representing
only 2% of the body mass, the human brain uses around 20% of organism energy.
Therefore, is extremely important to maintain the correct perfusion levels, since it is
through the blood flow that the brain achieves the proper levels of oxygen and nutrients.
Smooth muscle cells are the main cellular components of arteries, enabling the regulation
of blood flow, through contraction and relaxation mechanisms. Thus, the aim of this work
is to analyze the effect of retinoic acid, a vitamin A derivative with vasoactive and anti-
inflammatory properties, in vascular regulation after an ischemic event. Middle cerebral
arteries explants from Wistar rats were isolated and adhered to collagen-coated culture
plates. Smooth muscle cells were obtained from these arteries and exposed to different
media conditioned by cortical cultures, previously incubated with different concentrations
of retinoic acid and subjected to ischemia. Through the Planar Cell Surface Area
technique, the smooth muscle cell response to the contractile agent, noradrenaline, and
the relaxing agent, sodium nitroprusside, was analyzed. The obtained results demonstrate
that the use of retinoic acid modulates the secretome of neurons and astrocytes subjected
to an ischemic context. The retinoic acid concentration of 5 pL exhibits the most
promising results, promoting the relaxation of smooth muscle cells when exposed to the
contractile agent, maintaining the same profile after the vasodilator agent addiction.
Therefore, these data indicate that retinoic acid use demonstrates some therapeutic
benefits after a stroke occurrence, promoting smooth muscle cells relaxation and,

consequently, increasing blood supply levels.
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1. Introducao

1.1. Sistema Vascular Cerebral

O cérebro apresenta-se como o 6rgdo mais complexo do corpo humano, sendo
caracterizado, entre outros aspetos, pela sua constante necessidade energética [1]. Em
humanos, o cérebro representa 2% da massa corporal, utilizando no entanto cerca de 20%
de energia, o que faz deste 6rgao o maior consumidor de glucose de todo o organismo [1,
2]. O fornecimento energético é deste modo crucial para a correta atividade cerebral, uma
vez que, aliada a elevada necessidade energética, este 6rgao possui uma capacidade
limitada no que diz respeito ao armazenamento de energia [1, 2]. Assim, o fornecimento
de oxigénio e nutrientes, através do fluxo sanguineo, € um processo continuo e
extremamente organizado, uma vez que pequenas alteracoes podem culminar em
condicdes patologicas afetando ndo sé o cérebro, como todo o organismo [1, 2]. A irrigacao
sanguinea cerebral é assegurada através de quatro artérias principais, nomeadamente
duas artérias carétidas internas, responsaveis pela circulacao anterior do cérebro e duas
artérias vertebrais que controlam o fluxo sanguineo na parte posterior do cérebro [3, 4].
Na base do cranio a circulacdo anterior e posterior unificam-se formando uma zona
denominada de poligono de Willis (Figura 1) de onde derivam as principais artérias que
possibilitam o fluxo sanguineo colateral [3, 4]. A artéria cerebral média (ACM) é uma das
artérias que deriva do poligono de Willis e é responsavel pela irrigacdo de vastas areas
laterais do cérebro [5]. Esta artéria esta associada a maioria dos quadros clinicos de
acidente vascular cerebral (AVC), pelo que a ocorréncia deste tipo de lesdo cerebrovascular

pode culminar em sintomas diversos consoante as areas afetadas [6].

Véarios mecanismos viabilizam o transporte correto de oxigénio de nutrientes através da
corrente sanguinea, sendo os fenémenos de autorregulacdo e hiperemia os mais
importantes [1]. A autorregulacio é o mecanismo que assegura a chegada de niveis
adequados de oxigénio e nutrientes através de alteragdes no téonus vascular em situacoes
fisiol6gicas como o exercicio fisico [1, 7]. No fenémeno de hiperemia existe a regulacao do
fluxo sanguineo a nivel local, garantindo que a quantidade de oxigénio e nutrientes se
adequa as alteracoes de atividade em diferentes locais do cérebro [1]. Estas alteracoes do
fluxo sanguineo, de acordo com os aumentos ou diminuicoes da necessidade energética,
sao controladas por um conjunto de células que compoem uma estrutura denominada de

unidade neurovascular (UNV) [1].
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Figura 1. Imagem esquematica do circulo de Willis. Adaptado de [8].

1.2. Unidade Neurovascular

A UNV ¢ constituida por células vasculares [células musculares lisas (CML), células
endoteliais (CE) e pericitos], células gliais (astrocitos, microglia e oligodendroécitos) e
neuronios, desempenhando um papel importante na manutencdo da integridade da
barreira hematoencefalica (BHE), bem como do controlo do fluxo sanguineo cerebral
(FSC) [9, 10]. No entanto, a interacao entre as células que constituem esta estrutura
fisiol6gica varia ao longo da arvore cerebrovascular (Figura 2) [11, 12]. Ao nivel da
superficie cerebral, as artérias que compoem o espaco subaracnoide sao constituidas por
CE que constituem a camada interna da parede dos vasos sanguineos, sendo rodeadas por
multiplas camadas de CML e pelos pés astrocitarios que limitam o espaco perivascular
(espaco Virchow-Robin), sendo que, tanto as CML como os astrocitos sao enervados por
neurdnios [11]. A medida que as artérias penetram o cérebro, dando origem a arteriolas
que, tal como nas artérias da superficie cerebral, apresentam uma camada de CE
responsaveis pela manutencao da estrutura da parede do vaso sanguineo [11]. No entanto,
estes vasos possuem camadas mais finas de CML, apresentando, em alguns casos, apenas

uma camada, permitindo um contacto mais préoximo com os pés astrocitarios, por
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comparacgao com as artérias superficiais, reduzindo assim o espaco perivascular [11]. As
arteriolas transitam depois para capilares cerebrais, a medida que penetram ainda mais no
cérebro, onde as CML sdo substituidas por pericitos, que partilham a membrana basal
com as CE, estando estes vasos cobertos também por pés astrocitarios [7, 11]. Ao longo da
arvore cerebrovascular, encontram-se também varios processos neuronais que mantém

contacto com os astrocitos [7, 11].

Pé astrocitario

Lamina basal
Lumen
Célula endotelial

Células musculares lisas

Pé astrocitério

Lamina basal
Lumen
Célula endotelial

Células lisas

Pé astrocitdrio
Pericito
Lamina Basal
Lumen

Célula endotelial

Figura 2. Descri¢ao esquematica da UNV ao longo da arvore vascular. (A) A nivel arterial, a UNV é constituida
por CE que compdem a camada interna da parede dos vasos sanguineos, sendo rodeadas por multiplas
camadas de CML e astrocitos que limitam o espaco perivascular (espago Virchow-Robin). Neur6nios sio
responsaveis por inervar as CML e os astrdcitos. (B) A nivel arteriolar, a percentagem de CML diminui por
comparacao com o nivel arterial, apresentando somente uma camada. As CML, tal como nas artérias, sdo
rodeadas por astrocitos sendo ambas as células inervadas por neurénios locais. (C) A nivel capilar as CML sdo
substituidas por pericitos, que partilham a mesma membrana basal que as CE. Neurénios locais sdo
responsaveis pela inervacdo das CE e dos pericitos. Criado com Biorender.com (UNV - Unidade
Neurovascular; CE — Células Endoteliais; CML — Células Musculares Lisas).
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1.2.1. Componentes Celulares da Unidade Neurovascular

Neuronios

Os neurodnios sdo considerados a unidade basica do sistema nervoso, sendo responsaveis
pelos impulsos nervosos que controlam todo o organismo [13]. Estas células sao muito
sensiveis a alteracoes, sendo assim capazes de detetar pequenas variacoes de nutrientes e
oxigénio, transformando esses sinais em impulsos elétricos e quimicos de forma a
comunicar com interneuronios adjacentes e astrocitos, repondo a homeostasia no
ambiente cerebral [1]. Os neur6nios podem também interagir com a vasculatura cerebral
[14]. Esta associacdo é responsavel pelo controlo do FSC em resposta ao aumento ou
diminuicdo da necessidade energética numa determinada regido cerebral, fen6meno

conhecido hiperemia [14].

O processo de contracdo e relaxamento ao nivel das arteriolas e dos capilares ocorre em
resposta a libertacdo de substancias vasoativas derivadas de neurénios e de astrdcitos tais
como cicloxigenase-2 (COX-2), o6xido nitrico (ON), acetilcolina, fator libertador de
corticotropina, neuropeptido Y e somatostatina [14]. Um estudo desenvolvido por Mishra
e colaboradores demonstrou que os neur6nios possuem um papel fundamental no
processo de dilatacao a nivel arteriolar através da ativacao recetores N-metil-D-aspartato
(NMDA) e consequente producao de ON [13, 15]. Esta relacao entre a atividade neuronal e
o controlo do FSC é denominada de acoplamento neurovascular [7]. A atividade sinaptica
glutamatérgica ativa recetores pos sinapticos NMDA e 4cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropiénico (AMPA), aumentando os niveis de Ca2* intracelular [7]. Este aumento
promove a ativacao de enzimas dependentes de Ca2*, tais como a sintase do ON endotelial
(eNOS) e a COX-2 [7]. Estas enzimas geram moléculas vasodilatadoras, como ON e
prostanodides [7]. Em simultdneo, o glutamato atua nos recetores metabotropicos
(recetores acoplados a proteina G que controlam os processos celulares por meio de
segundos mensageiros) presentes nos astrocitos, despoletando o aumento dos niveis de

Ca2+* intracelular e consequente producao de moléculas vasoativas [7, 16, 17].
Astrocitos

Os astrocitos sao as células gliais mais abundantes no sistema nervoso central (SNC) [13,
18]. Devido a sua simultanea interacdo com a atividade sindptica e com o ambiente
vascular, estas células apresentam-se como o principal elo de ligacdo entre a atividade
neuronal e o controlo da vasculatura cerebral, sendo assim essenciais na regulacao do FSC
[14]. Os astrocitos estao em intimo contacto com os neurdnios e respetivas sinapses

formando uma estrutura denominada de sinapse tripartida, estrutura essa responsavel
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pela limitacao na difusao de neurotransmissores para o espago sinaptico [19]. O glutamato
¢ um dos neurotransmissores captado pelos astrocitos e posteriormente convertido em
glutamina, protegendo os neur6nios da excitotoxicidade causada por este [20]. Estas
células gliais controlam também a composicdo ionica do meio cerebral, recaptando K+
proveniente da atividade neuronal [13, 21]. Além disso, estas células libertam também
enumeras moléculas como D-serina, adenosina trifosfato (ATP), acido y-aminobutirico
(GABA) e prostaglandinas, modulando assim a expressao de diversos recetores em

neurdnios poés-sinapticos e a sua respetiva atividade [13].

A nivel vascular, o contacto dos astrécitos com os vasos sanguineos cerebrais é
fundamental para um controlo eficiente do FSC [1]. Esta interacao com a vasculatura
ocorre através de uma extensao dos astrocitos, denominada de pé astrocitario [1]. Através
desta estrutura, estas células mantem contacto com a superficie das CML e dos pericitos
[1]. Deste modo, os astrocitos providenciam uma area eficiente para a libertacdo de
neurotransmissores e neuromoduladores [1]. Alguns estudos demonstraram que os
astrocitos modulam a resposta vascular através da dilatacao dos vasos sanguineos [22],
enquanto outros atribuem um papel de constri¢do a estas células gliais, equacionando-se
assim a hipotese destas células realizarem ambas as tarefas [23]. A acdo vasoconstritora
dos astrocitos estd possivelmente associada a sintese e libertacao de acido araquidénico
(AA) e posterior conversao, através da enzima citocromo P450-4A, em acido 20-

hidroxieicosatetraenoico (20-HETE), que desempenha um papel vasoconstritor [7, 23].

Quanto ao processo de dilatacdo, este ocorre, aparentemente, como resposta por parte dos
astrocitos a atividade neuronal, controlando a libertacio de K* e consequente
hiperpolarizagdo das CML [23, 24]. Também o glutamato libertado pela atividade
sinaptica ativa recetores metabotropicos de glutamato, levando a mobilizacao de 1,4,5 -
trifosfato de inositol (IP3). Esta alteracao resulta na libertacdo de Ca2* intracelular. O
aumento dos niveis de Ca2* leva a ativacao da fosfolipase A2, consequente libertacao de AA
e respetiva sintese dos seus derivados, tais como prostaglandinas E2 (PGE2) e acidos

epoxieicosatrienoicos (EET) [23-25].
Células Endoteliais

As CE sao elementos fundamentais da BHE servindo de barreira fisica que isola o SNC,
auxiliando a entrada e saida de substancias e contribuindo também para um ambiente
cerebral livre de toxinas e agentes patogénicos [10, 26]. O SNC requere um ambiente
controlado e livre de quaisquer substancias que comprometam a transmissao sinaptica

[26]. Desta forma, as CE que constituem a BHE desempenham um papel fundamental na
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manutencao da homeostasia do SNC [27]. De forma a manter a barreira fisica, as CE do
SNC apresentam caracteristicas distintas das CE de outros tecidos [12, 26, 27]. Estas
células sdao caracterizadas pela presenca de juncoes oclusivas (JO) (compostas por
claudinas e ocludinas) e por juncoes aderentes (formadas por interacoes homofilicas entre
caderninas) [27, 28]. Estas junc¢oes sdo cruciais na manutencao da correta funcao das CE,
uma vez que impedem o movimento de substancias entre células adjacentes (transporte
paracelular) [27, 28]. Assim, o trafego vesicular entre a membrana luminal e abluminal,
processo denominado de transcitose, nas CE do SNC, é manifestamente inferior, aquando
da comparacao com as CE periféricas [12, 27]. A entrada de nutrientes, como glucose,
aminodacidos, oxigénio e ides essenciais ao funcionamento cerebral é assegurado por
proteinas transportadoras especificas das CE do SNC (transporte transcelular), impedindo
também a difusdao de substancias neurotoxicas para o ambiente cerebral [12, 26]. Além
disso, as CE cerebrais apresentam uma baixa expressao de moléculas de adesao
leucocitarias (MAL), impedindo a entrada de células imunoldgicas para o ambiente

cerebral, mantendo o SNC como um local imuno-priveligiado [12, 26, 27].

Do ponto de vista neurovascular, estas células produzem fatores vasoativos que sao
extremamente importantes no controlo do ténus vascular, alguns promovendo a
vasodilatacdo, como o ON, mas também vasoconstritores, como tromboxanos e
endotelinas [1]. Apesar das CE estarem presentes em todos os vasos sanguineos cerebrais,
estas apresentam diferente expressao proteica consoante o tipo de vaso [29]. Assim, o grau
de transcitose e de organizacao das juncoes e de expressao enzimatica, como a Na+*/K+
ATPase diferem ao longo da arvore cerebrovascular [13]. Os transportadores associados as
CE também diferem ao longo da vasculatura, sendo estas alteracdes dependentes,
principalmente, da atividade sinéptica [1, 13]. Estas células caracterizam-se pela expressao
de recetores Frizzled, promovendo uma elevada expressao génica de proteinas da via de
sinalizacdo Wnt-B-catenina (WNT) [30]. A WNT ¢é a via mais importante para o
crescimento da vasculatura, regulando também as caracteristicas dos vasos sanguineos,
tais como as propriedades da BHE [31]. Esta sinalizacao ocorre nas CE quando os ligandos
Wnt7a/7b se ligam aos recetores Frizzled e de lipoproteina de baixa densidade associados
a proteina (LRP5/6) expressos nas CE cerebrais [31]. Esta interagao resulta na supressao
do complexo de eliminacao da 3-catenina, impedindo a sua degradacao proteossomal [31].
Desta forma, a 3-catenina migra para o nucleo, promovendo a expressao dos genes alvo da
WNT [31]. Para além do crescimento da vasculatura, a WNT desempenha um papel
fundamental na expressao da Claudina 5, uma proteina de juncao oclusiva que impede o
movimento de moléculas do sangue para o ambiente cerebral [31]. A WNT regula também

o correto recrutamento de pericitos para a vasculatura cerebral [31].
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Pericitos

Os pericitos sao células perivasculares de origem mesodérmica, que se encontram
inseridas na membrana basal [10, 26]. Estas células estdo localizadas entre as CE e os
astrocitos, envolvendo a parede dos vasos sanguineos de menor calibre [10, 26]. A
vasculatura do SNC apresenta um maior nimero de pericitos, quando comparada com a
vasculatura periférica, sendo que estas células contribuem para a regulacao do ténus
vascular ao nivel dos capilares [26]. Um estudo demonstrou este papel por parte dos
pericitos, regulando o fluxo sanguineo, uma vez que o neurotransmissor glutamato
promove a libertacdo de mensageiros, como PGE2 e ON, que auxiliam na dilatacao dos
capilares, promovendo o relaxamento ativo dos pericitos [10, 26]. Por outro lado,
Kawamura e colaboradores demonstraram um efeito contractil por parte dos pericitos
como resposta ao aumento de ATP [1, 32]. Para além disso, existem também evidéncias
que demonstram um efeito contractil por parte dos pericitos, aquando da propagacao de
ondas de calcio, ao longo da UNV [1]. Também durante o desenvolvimento embrionario,
os pericitos desempenham funcdes importantes, nomeadamente no processo de
angiogénese do SNC, bem como na formagdo da BHE [12]. Através da libertacao da
subunidade B do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF-B) pelas CE, durante
o desenvolvimento embrionario, os pericitos sao recrutados, uma vez que este fator se liga
ao recetor do fator de crescimento derivado de plaquetas  (PDGFR[), expresso na
superficie dos pericitos [12]. Estudos demostraram que ratos com delecao no recetor
PDGFRp, apresentaram micro-hemorragias ao nivel do SNC e JO disfuncionais,
traduzindo-se este facto numa permeabilidade vascular aumentada. [26]. Deste modo,
estas células promovem a reducdo do trafego transendotelial, contribuindo para a
expressdo de proteinas por parte das JO [12, 26]. Os pericitos possibilitam também a
inibicdo da expressio de MAL nas CE, impedindo assim a infiltracio de células

imunitarias no ambiente cerebral [26].

Células Musculares Lisas

As CML sao os principais elementos celulares que envolvem a parte externa dos vasos
sanguineos cerebrais, contribuindo para o ténus vascular basal, para a regulacao do
diametro dos vasos sanguineos, pressao sanguinea e distribuicao do fluxo sanguineo [13,
33, 34]. Através dos fendmenos de contracao e relaxamento, estas células alteram o
diametro dos vasos sanguineos, permitindo que estes mantenham a pressao sanguinea
adequada [35, 36]. No entanto, as CML sao também importantes na manutencao de outras
funcoes relacionadas com a remodelacdo do tecido vascular aquando de uma lesao [35,

36]. Nestes casos, as CML sintetizam grandes quantidades de componentes da matriz
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extracelular e aumentam as suas taxas de proliferacdo e migracao [35]. Devido as
diferentes funcoes que as CML podem exercer, estas podem variar entre dois fenotipos,
um contractil, com CML num estado diferenciado e um sintético, com as células num
estado proliferativo [35, 37]. A proporcao entre os dois fendtipos ¢ alterada de acordo com
as diferentes situacoes fisiologicas [13, 35]. O primeiro fendtipo mencionado
anteriormente expressa um conjunto de marcadores caracteristico deste tipo de células,
como proteinas contracteis e de citoesqueleto, entre as quais a-actina, cadeia pesada da
miosina, calponina e proteina 22a do musculo liso [33, 36, 37]. Estas proteinas
desempenham um papel fundamental na principal funcao das CML, a contracao da parede
dos vasos sanguineos [13, 33, 36]. No fenotipo sintético, a expressao destes marcadores é
regulada negativamente, sendo esta a principal diferenca entre os dois feno6tipos, uma vez
que a expressao de proteinas caracteristicas deste fenétipo é rara [33, 35]. A morfologia
apresenta-se também como um parametro importante no que diz respeito a definicao dos
dois fenotipos [13, 35]. As CML pertencentes ao fenotipo contractil apresentam uma forma
alongada, fusiforme, apresentando diversos filamentos contracteis [13, 35, 36]. Por outro
lado, o fenoétipo sintético apresenta células menos alongadas, contendo um elevado
numero de organelos envolvidos na sintese proteica, ao invés dos filamentos apresentados
no fenotipo contractil [13, 35, 36]. Também a nivel proliferativo e migratério, os dois
fendtipos apresentam diferencas, com o fenotipo sintético a apresentar maior taxa de

crescimento e atividade migratoéria que o fendtipo contractil [35].

Como referido anteriormente, a principal funcdo das CML é a contracdo, tendo como
principal mediador o calcio [13]. Este liga-se a calmodulina, criando o complexo
calcio/calmodulina que ativa a cadeia leve da miosina cinase, enzima que fosforila as
cadeias leves da miosina, na presenca de ATP [13, 38]. Esta fosforilacdo forma pontes
cruzadas entre a cabeca da unidade de miosina e os filamentos de actina, criando a forga
necessaria para a contracao muscular [13, 38]. Uma vez que estes filamentos se encontrem
acoplados a membrana celular, através do sistema viscoelastico, variacOes nestes
filamentos levam a alteracoes na area celular e consequente relaxamento do vaso [13].
Estudos recentes afirmam que o 20-HETE é um importante mediador envolvido na
contracao cerebral [13, 39]. Estudos demonstram que os astrocitos libertam 20-HETE,
que causa a inibicao dos canais de potassio e consequente despolarizacao e contracao das
CML [13]. Recentemente, Mariana e colaboradores demonstraram que os astrécitos, em
resposta a isquemia, libertam mediadores vasoativos que promovem o relaxamento das
CML [22].
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Microglia

Derivadas de percursores hematopoiéticos que migram do saco vitelino para o
parénquima do SNC, a microglia desempenha um papel fundamental nas respostas
imunes inatas [26]. Apesar de colonizarem o ambiente cerebral no inicio do
desenvolvimento, estudos recentes demonstraram que apo6s a delecao total de microglia do
SNC, nichos de células precursoras de microglia tem capacidade de repovoar o cérebro e
repor a homeostasia [40]. Estas células compreendem 12-16 % da populacao total do
cérebro e devido a sua localizagdo perivascular, patrulham o parénquima cerebral em
busca de substancias estranhas e de possiveis estimulos inflamatoérios, atuando como a
principal linha de defesa do ambiente cerebral apés a BHE [26, 28]. Em condi¢oes
fisiologicas, estas células possuem miltiplos processos que permitem a vigia de todo o
parénquima cerebral [41]. Além disso, possuem pouca atividade e expressam diversos
marcadores de superficie especificos de macrofagos, incluindo fator estimulador de
macrofagos, glicoproteinas F4/80, integrina aM, recetor de fractalcina, o recetor inibitério
CD200R e a proteina intracelular de ligacao ao célcio [40]. Aquando da presenca de um
estimulo que promova a ativacdo microglial, estas células alteram a sua morfologia,
passando de um formato ramificado para um formato ameboide [41]. Apds a ativagao,
estas células podem expressar dois fenétipos distintos, sendo estes definidos consoante o
tipo de doenca, ou a severidade da lesdao [41]. Quando ativadas pela via classica (M1),
normalmente em resposta a uma lesao aguda ou a um processo infecioso, estas células
gliais adquirem um fendtipo pré-inflamatorio, libertando diversas citocinas (IL-1f3, IL-6 e
TNF-a), quimiocinas (CCL2, CXCL1, MIP-1), radicais livres e ON [40, 41]. Quando ativada
pela via alternativa (M2), a microglia esta envolvida nos processos de cicatrizacao da lesao
e na reposicao da homeostasia cerebral [41, 42]. Deste modo, através da libertacdo de
citocinas anti-inflamatérias (IL-4, IL-13, IL-10 e TGF-3), a microglia do fen6tipo M2 sao
as principais células com capacidade para antagonizar as respostas pro-inflamatorias [41,
42]. Além disso, a microglia ativada pela via alternativa, pode também libertar fatores
neurotroéficos (tais como o fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1) capazes de
cessar a resposta inflamatoria, bem como promover a sobrevivéncia das células neuronais
[42]. Nao esta ainda claro se existem diferencas morfologicas entre os dois fenotipos e se
estes podem coexistir no mesmo ambiente [42]. No entanto, os dois feno6tipos podem
converter-se um no outro, em doencas neurodegenerativas tais como a doenca de
Parkinson (DP) e a esclerose lateral amiotrofica, dependendo dos estagios e da gravidade

das doencas, de forma a fornecer o melhor beneficio terapéutico [42].
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Oligodendracitos

Os oligodendrocitos sao definidos como as células mielinizantes do SNC [43, 44]. Geradas
a partir de células progenitoras de oligodendrocitos (CPO), estas células desempenham
um papel fundamental no processo de mielinizacao, ap6s varias etapas de proliferacao,
migracao e diferenciacdo [43-45]. O cérebro apresenta diferentes regides de onde as CPO
derivam [44]. Estas células sao caracterizadas pela expressao de elevados niveis de mRNA
de DM-20, pelo que, através da utilizacdo deste marcador, foram observadas trés zonas
distintas de desenvolvimento de CPO, sendo a expressao destas células desfasadas no
tempo [44]. A primeira onda de CPO tem origem na zona ventricular média, seguida por
uma segunda onda com origem na parte dorsal da zona ventricular [43, 44]. Por dltimo, a
terceira onda ocorre no cortex, apoés o nascimento [43, 44]. Apesar da formacdo de
diferentes populacées de CPO, todas estdo envolvidas num processo de migracao [43].
Trés classes de moléculas aparentam estar relacionadas com a migracao das CPO: fatores
de crescimento como PDGF, FGF ou HGF; moléculas quimiotrépicas como netrinas e
semaforinas; e a quimiocina CXCL1 [43]. Uma vez no local final, algumas CPO
permanecem durante a idade adulta [43]. Nestes casos, estas células desempenham um
papel fundamental no processo de remielinizacdo [43]. As CPO dao origem a novos
oligodendrocitos para que estes possam substituir os lesados, apds a ocorréncia de algum
tipo de dano axonal [43]. No entanto, a maioria diferencia-se em oligodendrocitos
produtores de mielina, iniciando assim a sua principal funcao no ambiente cerebral [43,
44]. A bainha de mielina é uma extensao dos oligodendrocitos que envolve os axénios de
forma concéntrica [44, 46]. Esta estrutura isola eletricamente os axoénios, facilitando a
rapida transmissao dos potenciais do axdénio [44, 46]. A formacdao desta membrana é
regulada por diversos fatores, nomeadamente pela atividade do Ca2*, bem como pela
atividade neuronal, que identifica os ax6nios que devem ser mielinizados [44]. Devido a
sua baixa capacitancia, o potencial do ax6nio transita entre os nodos de Ranvier (pequenas
porgoes de axénio nao envolvidas pela bainha de mielina, onde estao localizados canais de
sodio dependentes de voltagem que permitem a entrada de corrente despolarizante sob a
forma de i6es Na+*), num processo conhecido como “conducao saltatoria” [44, 47]. Isto
culmina numa transmissao muito mais rapida do potencial de acao, devido a pouca
energia necessaria para despolarizar o axénio mielinizado [44, 47]. Para além do
contributo na propagacao do potencial de acdo, os oligodendrocitos e a bainha de mielina
suportam o metabolismo dos ax6nios [44, 48]. Estas células podem gerar lactato, que é
posteriormente transferido para os axdnios, através do transportador monocarboxilado-1

(MCT1), de forma a produzir energia sob a forma de ATP [44, 48].. Além disso, a bainha
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de mielina expressa diversas enzimas como succinato desidrogenase e fumarase, que

contribuem para o catabolismo da glucose e producao de ATP [44].

1.3. Acido Retinéico

H4 muito que se sabe que os derivados da vitamina A (retinoides) sdo necessarios para o
desenvolvimento e manutencao da visao, preservacao de um estado diferenciado da pele,
espermatogénese e manutencao da imunidade [49, 50]. Na fase embrionaria estes
derivados da vitamina A sao essenciais para o correto desenvolvimento de diferentes
orgaos e tecidos [49]. O acido retindico (AR) (Figura 3) é o principal derivado ativo da
vitamina A (também denominada retinol) e desempenha um papel importante na
diferenciacdo neuronal, como também no desenvolvimento e maturacdo da vasculatura
cerebral [30, 51]. Niveis alterados de sinalizacdo por parte desta molécula estdo
relacionados com a manifestacio de sintomas relacionados com doencas
neurodegenerativas, levando varios estudos a apontar esta molécula como uma possivel

terapéutica na prevencao e recuperacao deste tipo de patologias [51, 52].

e PN P
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Figura 3. Estrutura quimica do AR. (AR — Acido Retinbico)

1.3.1. Via de sinalizacao

O ser humano é incapaz de sintetizar vitamina A, pelo que a mesma ¢é obtida através da
dieta, sob a forma de carotenoides (provenientes de alimentos de origem vegetal) e de
ésteres de retinil (provenientes de alimentos de origem animal) [51]. Estes derivados da
dieta sao armazenados como ésteres de retinil (também conhecidos como retinoides) no
figado, pulmao, medula 6ssea e rim [51]. O transporte destes retinoides para as células é
realizado pelo retinol, o qual é libertado para a corrente sanguinea e circula ligado &
proteina 4 de ligacao ao retinol (RBP4) [49, 51]. O retinol é metabolizado pelas células
alvo através de uma interacdo com um recetor membranar especifico para a RBP4, o
STRAG6 [49, 51]. Apo6s esta ligagao o retinol entra no citoplasma, onde se liga a proteina 1

de ligacao ao retinol (RBP1) e é metabolizado a AR em duas etapas [49, 51]. Na primeira
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etapa ocorre a conversao de retinol a retinaldeido (Ral), através da enzima retinol
desidrogenase 10 (RDH10) [49]. Na segunda etapa o Ral formado é convertido em AR pela
retinaldeido desidrogenase (Raldh) [49]. Em diversos tipos de células, duas proteinas
citoplasmaticas, denominadas proteinas celulares 1 e 2 de ligacdo ao AR (CRABP 1/2),
ligam-se ao AR sintetizado [51]. Esta molécula, apds sintetizada, possui duas vias de
sinalizacdo distintas. Assim, aquando da atuacdo paracrina, o AR ¢é libertado do
citoplasma, por mecanismos desconhecidos, e internalizado pelas células alvo [51]. No
entanto, o AR pode também atuar de forma autdcrina. Assim, esta molécula entra no
nucleo das células, assistido pela CRABP2, ligando-se de seguida a um complexo de
transcricdo que inclui um par de fatores de transcricio ativados por ligando, que
compreendem o recetor de AR (RAR) e o recetor retinoide X (RXR), formando um
heterodimero [51]. Existem trés genes RAR (RARa, RARP e RARYy) e trés genes RXR
(RXRa, RXRfB e RXRy) [49, 51]. Este complexo liga-se depois a uma sequéncia de DNA,
denominada de elemento de resposta do AR (RARE) [49, 51]. Ap6s a ligacdo da molécula
de AR ao complexo, e consequente ativacao, esta molécula sai do ntcleo e é degradada no
citoplasma por enzimas da familia 26 do citocromo P450 (CYP26) [51]. A figura 4

representa resumidamente a sinalizacao exercida pelo AR.
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Figura 4. Via de sinalizacdo do AR. O retinol libertado na corrente sanguinea circula ligado ao RBP4, entrando
nas células alvo através da interacdo com a STRA6, um recetor de membrana para a RBP4. No citoplasma, o
retinol liga-se ao RBP1 e é depois convertido a Ral pela RDH10. Ap0s isto, retinaldeido é convertido em AR por
trés Raldh. O AR pode ser depois libertado do citoplasma e entrar em células vizinhas (sinalizacao paracrina)
ou atuar a nivel nuclear na célula onde foi produzido (sinalizacdo autdcrina). Nestes casos a CRABP2 auxilia a
entrada do AR no ntcleo, ligando-se de seguida a um complexo de transcricdo composto pelo heterodimero
formado pelos recetores RAR e RXR. Apds esta ligacdo, este complexo associa-se a uma sequéncia de DNA
denominada de RARE e ativa a transcricao de genes alvo. Apds a atuacao do AR, a enzima CYP26 degrada esta
molécula em metabolitos polares. Criado com BioRender.com (AR — Acido Retindico; RBP4 — Proteina 4 de
ligagdo ao retinol; STRA6 — Recetor de membrana para a RBP4; RBP1 — Proteina 1 de ligacao ao retinol; Ral —
Retinaldeido; RDH10 - Retinol desidrogenase 10; Raldh — Retinaldeido desidrogenase; CRABP2 — Proteina
celular de ligacdo ao 4cido retindico 2; RAR — Recetor acido retindico; RXR — recetor retinoide X; RARE —
Elemento de resposta ao 4cido retinéico; CYP26 — Enzimas da familia 26 do citocromo P450).
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1.3.2. Efeito do acido retindico nas células da unidade neurovascular

Neuronios

O AR contribui para a diferenciacdo neuronal [51]. Estudos in vitro, utilizando linhas
celulares de carcinoma embrional (P19) e de neuroblastoma, demonstraram que a
utilizacao de doses elevadas de AR conduziu a diferenciacao destas células em varios tipos
de neuronios e células gliais [51]. O AR promoveu a transcricao de um elevado ntimero de
genes, incluindo alguns que codificam fatores de transcricao, moléculas de sinalizagao,
proteinas estruturais e recetores de superficie [51]. Entre estas proteinas estao os fatores
de transcricaio BRN2, fator nuclear kB, STRA13, SOX1, SOX6 e neurogenina-i, as
moléculas de sinalizacdo citoplasmaticas proteina cinase Ce, ceramida, presenilina-1, a
proteina associada ao microtibulo-2, a molécula extracelular trombospondina, e
componentes da WNT [51]. No entanto, algumas vias necessitam de ser antagonizadas de
forma a possibilitar a diferenciacao [51, 53, 54]. Uma destas é a tirosina fosfatase, que
regula o nivel de fosforilacio dos residuos de tirosina em diferentes proteinas
intracelulares [51]. Outra é o inibidor da WNT dickkopfhomologue 1 (DKK1), induzido
pelo AR, permitindo assim o efeito do mesmo de forma a possibilitar a diferenciacdo das
células estaminais [51, 53, 54]. As células estaminais embrionarias hematopoiéticas e
neuronais podem ser assim diferenciadas em neurdnios, usando AR, bem como
combinacoes de AR e fatores de crescimento ou neurotrofinas [51]. Para além disso, varios
tipos de células estaminais neuronais, diferenciadas com AR, sobreviveram e deram
origem a neur6nios quando enxertadas em diferentes zonas do cérebro adulto, como no
estriado (para tratamento para a doenca de Huntington ou da DP) e na zona
subventricular (para tratamento do AVC) [51]. O AR controla também o nimero de
neuronios primarios formados em modelos de anfibios e peixes [51]. Estes neur6énios sao
os primeiros a ser desenvolvidos, formando circuitos que coordenam movimentos de
escape, sendo deste modo cruciais para a sobrevivéncia [51]. Na presenca de AR ou apos a
injecao de mRNA sintético que codifica RARa e RXR[3, o nimero de neur6nios aumenta
[51]. Por outro lado, a diminuicdo da sinalizacao realizada pelo AR, através da
administracdo de um antagonista dos recetores RARa e RARP, reduziu o ntimero de
neurdnios [51]. Este efeito do AR é possivel devido a ativacdo de reguladores da
neurogénese (X-ngnr-1, Gli3 e X-MyT1) e a diminuicdo dos reguladores negativos da

mesma (Zic2) [51].

Assim, podemos concluir que o AR desempenha um papel importante no processo de
neurogénese durante o desenvolvimento embrionario, bem como na manutencio de

neurodnios adultos num estado diferenciado.
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Astrocitos

Os astrocitos sao a maior fonte de AR no SNC, isto é, produzem AR, contribuindo assim
para a formacao de neurdnios a partir de células estaminais embrionarias [55]. Para além
disso, a aplicacao exdégena de AR promove a diferenciacdo glial de células estaminais,
devido a inducdo da expressdo da proteina glial fibrilar acidica em linhas celulares de
glioblastoma [55]. Este derivado da vitamina A parece também desempenhar um papel
importante no correto funcionamento dos astrécitos no que a manutencao da BHE diz
respeito [56]. Estas células gliais libertam diversos fatores que atenuam a permeabilidade
da BHE, nomeadamente a apolipoproteina E (ApoE), uma proteina envolvida no
transporte de colesterol no cérebro [56, 57]. Uma vez que o colesterol é um elemento
fundamental das membranas e da bainha de mielina, a ApoE desempenha um papel muito
importante na manutencdo da plasticidade sinaptica e da funcdo neuronal [57]. O AR
promove um aumento da expressao de ApoE, através dos recetores RAR e RXR, bem como
dos niveis de expressao de transportadores cassete de ligacio a ATP, associados ao
transporte de colesterol, contribuindo para uma diminuicdo da formacao das placas de

beta-amiloide (BA), o evento central da doenca de Alzheimer (DA) [57].

Além disso, o RA aparenta modular também a resposta inflamatéria mediada pelos
astrocitos [58, 59]. A ocorréncia de uma lesdo ao nivel do SNC é normalmente
acompanhada pela libertacdo de diversos fatores inflamatoérios que, em udltima instancia,
comprometem a viabilidade dos neuro6nios e a integridade da BHE [58]. Estas células
gliais, sdo responsaveis pela libertacdo de alguns desses fatores, entre os quais
quimiocinas (CCL2, CCL3, CCL5, CXCL1 e CXCL2) e citocinas (IL-1f3, IL-6, IFNy e TNFa)
[58, 59]. Em culturas corticais de astrocitos, previamente tratadas com lipopolissacarideos
(LPS) de forma a estimular a inflamacao, a utilizacao de AR reduziu consideravelmente a
expressao destes fatores inflamatorios [58, 59]. Além disso, este derivado de vitamina A
modula também a producao de prostandides, como PGE2, consoante o estado
inflamatoério [59]. Assim, a utilizacdo de AR pode reduzir a expressao de prostandides em
contexto patologico [59]. No entanto, o AR pode também estimular a expressao destes
fatores influenciando assim diversas funcoes fisiolégicas como o controlo do fluxo
sanguineo, devido ao efeito vasodilatador de alguns prostandides, como PGE2 e EET [59,
60].

Deste modo, a suplementacdo com AR pode apresentar beneficios terapéuticos,
nomeadamente no tratamento da DA, devido a influéncia do mesmo na clearance das

placas de PA. Além disso, esta molécula apresenta também um potencial terapéutico no
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tratamento de lesoes ao nivel do SNC, nomeadamente em situagoes de isquemia, devido

ao seu efeito anti-inflamatorio.

Células Endoteliais

Como referido anteriormente, as CE expressam recetores Frizzled, demonstrando elevada
atividade de transcricao e consequente expressao de proteinas da WNT [30]. O AR é um
importante regulador do desenvolvimento vascular a nivel cerebral controlando a WNT
[30, 31]. Para além disso, através da antagonizacao dos inibidores desta via de sinalizacao,
tais como DKK1 e Sfrp, o AR cria um ambiente permissivo para o crescimento vascular
[30]. No entanto, um estudo realizado por Bonney e colaboradores demonstrou que a
molécula de AR inibe a sinalizacao endotelial da WNT [31]. Em ratos onde a acdo do AR
foi inibida, a sinalizacdo endotelial da WNT foi elevada, culminando em vasos
hiperplasticos com pequenas hemorragias, demonstrando um papel especifico por parte
do AR nas CE, através da inibi¢do desta via de sinalizacdo [31]. Esta acdo por parte do AR
foi recentemente demonstrada, uma vez que a ligacao desta molécula ao recetor RARa
inibe a sinalizacdo da WNT, direcionando a [-catenina para a degradacio e impedindo
assim a sua sinalizacao [30]. Na auséncia do ligando e da sua respetiva via de sinalizacao,
a [(-catenina é fosforilada, nos residuos Ser33, Ser37 e Thr41, através da proteina cinase
Ca (PKCa). Desta forma, a [-catenina é conduzida para degradacdo proteassomal,
impedindo assim a sua translocagao para o nticleo de forma a ativar a transcricdo mediada
por esta via de sinalizacao [30, 31]. Esta inibicdo da WNT, por parte do AR, define,
aparentemente, o nivel de sinalizacao adequado por parte da interacdo PDGF-B-PDGFrf,
permitindo a correta associacao entre os pericitos e as CE, associacdo essa necessaria para
a manutencao da estabilidade dos vasos sanguineos [30]. Deste modo, o AR apresenta-se
como um indutor potente das propriedades da BHE em culturas celulares de CE [30]. A
sua administracdo promove também a expressao de proteinas aderentes (como VE-
caderninas) e oclusivas (como ocludinas), impedindo o movimento paracelular de
moléculas entre CE [30]. A molécula de AR apresenta também um papel importante no
controlo do FSC, aumentando a sintese de ON por parte das CE, modulando a producao
do inibidor da sintase do ON [61]. Nao obstante, Uruno e colaboradores demonstraram a
inducao da producdo de ON, por parte do AR, através da fosforilacdo da eNOS com
recurso ativacado da via de sinalizacao fosfatidilinositol-3-cinase/proteina cinase B
(PI3K/Akt), mediada pelos recetores RAR [61].

Assim, podemos concluir que o AR desempenha um papel fundamental na viabilidade da
BHE, através do auxilio na manutencao da integridade dos vasos sanguineos, bem como

no correto funcionamento das juncgoes presentes na barreira, apresentando-se assim como
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uma excelente alternativa terapéutica no tratamento de lesdes cerebrais que

comprometem o estado e a funcao da BHE.

Pericitos

Como referido anteriormente, a WNT ¢ fundamental para o crescimento e
desenvolvimento da vasculatura cerebral [30, 31]. Um dos efeitos desta via de sinalizacao
é o recrutamento de pericitos para a vasculatura cerebral (através da regulacdo do fator
PDGF-B que posteriormente se liga ao PDGFr[3, expresso na superficie dos pericitos) [30].
Este recrutamento permite que os pericitos interajam com o tecido endotelial, sendo
cruciais na manutencao da integridade vascular, providenciando suporte para a BHE [30,
31]. Apesar da extrema importancia destas células na vasculatura cerebral, um aumento
excessivo do nimero de pericitos pode traduzir-se numa diminuicdo da estabilidade
vascular [31]. Deste modo, a WNT necessita de ser regulada de forma a manter o correto
recrutamento de pericitos para o ambiente vascular [31]. O AR pode modular esta via de
sinalizacdo através da diminuicao da expressao da proteina [-catenina, prevenindo deste
modo a estimulacao excessiva da sinalizacio PDGFB-PDGFrf [30]. Estudos em ratos com
deficiéncia na sinalizacao por parte do AR demonstraram um perfil de sinalizacio da WNT
elevado, traduzindo-se esse facto numa expressao elevada da proteina (-catenina [31].
Este excesso na expressdo conduziu a um aumento da sinalizacio PDGFB-PDGfrf e
consequente aumento do nimero de pericitos em torno da vasculatura [31]. Através da
sua ligacao ao recetor RARq, o AR promove a fosforilacdo da -catenina, nos residuos de
Ser33, Ser37 e Thrgq1 via PKCa, sinalizando a mesma para degradacdo proteassomal e
impedindo, assim, a sua translocacdo para o nicleo de forma a ativar a atividade
transcricional inerente a WNT [30, 31]. Para além disso, estudos sugerem que o AR possa

também suprimir a transcricao do gene Ctnnb1 que codifica a proteina -catenina [31, 62].

Assim, podemos concluir que o AR desempenha um papel fundamental na defini¢ao do
nivel correto de recrutamento de pericitos. Através do controlo da WNT, o AR permite que
estas células se fixem a vasculatura, onde libertam diversos fatores, garantindo assim a

viabilidade da vasculatura cerebral.
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Células Musculares Lisas

O crescimento, diferenciacdo e migracdo das CML tém um papel muito importante na
resposta a uma lesao vascular [61]. Durante as primeiras etapas da lesao vascular, as CML
da tinica média migram para a tnica intima, onde promovem a deposicao de matriz
extracelular [61]. Deste modo, a mudanca entre fendtipo contractil e feno6tipo sintético é
apontada como a alteracao principal na resposta arterial a uma lesao [61]. O AR modula o
comportamento das CML, aumentando a expressao de plasminogénio ativador tecidual
(tPA), um agonista da migracao celular, promovendo assim a migracao das CML [61]. No
entanto, outros estudos apontam para uma diminuicao da migracao das CML, aquando da
utilizacdo de AR [63]. Estes resultados contraditorios demostram a complexa regulacao
das respostas vasculares apos lesdo [61]. Por outro lado, o AR modula o comportamento e
a funcao das CML, aumentando a expressao do complexo major de histocompatibilidade,
um marcador do fendtipo contractil, bem como de a-actina [61, 64]. Além disso, o0 AR
inibe a atuacdo de antagonistas da funcao contractil, sugerindo assim que a administracao
deste metabolito da vitamina A contribui para a manutencao do fendtipo contractil destas
células, auxiliando deste modo a regulacio do FSC [61]. O AR controla também a
proliferacdo das CML, outro fator muito importante na resposta a lesdo vascular [61]. Esta
molécula aparenta também desempenhar uma acdo limitante no que diz respeito a
proliferacdo das CML [61]. Induzindo a acetilacdo do fator de transcricdo Klfg, esta
molécula promove a capacidade deste fator transativar a expressao da mitofusina-2, uma
proteina mitocondrial de fusdo capaz de limitar a proliferacao destas células [61, 62, 65].
Esta limitag¢do impede o desenvolvimento de potenciais doengas a nivel vascular, uma vez
que o efeito anti-proliferativo impede a remodelacao vascular [61, 62, 65]. Outros estudos
apontam que o efeito anti-proliferativo do AR aparenta estar também relacionado com
alteracao da expressao de proteinas proliferativas tais como ciclinas (D1, D3, A2) e cinases
dependentes de ciclinas (CDK2, CDK4, CDK6) [62]. Apesar deste facto, o AR apresenta
efeitos destintos e complexos no que a regulacao da proliferacao diz respeito [63]. A
utilizacao desta molécula em CML, num ambiente desprovido de quaisquer fatores de
crescimento, levou a um aumento do nimero destas células [61]. No entanto, na presenca
de fatores mitogénicos, o efeito do AR ¢ contrario, conduzindo a inibicao da proliferacao
[61].

Assim, podemos concluir que a utilizacdo de AR suprime a proliferacao e a migracao das
CML, podendo deste modo a administracdo de AR apresentar um beneficio terapéutico no
sentido de inibir fen6menos de hiperplasia e, a nivel cerebrovascular, contribuir

ativamente para a diminuicao do risco de AVC.

17



Efeito do acido retindico no acidente vascular cerebral.

Microglia

Como referido anteriormente ativacdo do fenétipo M1 da microglia tem como principal
caracteristica a libertacdo de diversos fatores pro-inflamatoérios [66]. No entanto, estes
fatores causam toxicidade as células do SNC, exacerbando algumas doencas
neurodegenerativas [66-68]. O AR desempenha um papel muito importante na modulacao
da resposta inflamatoéria por parte da microglia [67]. Atuando através do RXR, esta
molécula inibe a atuacdo de LPS, regulando negativamente a producao de TNF-a e IL-1f,
bem como a produc@o de ON por parte da microglia [68]. Para além de modular a resposta
inflamatéria, o AR demonstra capacidade de induzir o fen6tipo M2, promovendo a
expressao de IL-4, uma citocina indutora da ativacao da microglia pela via alternativa e de
Arg-1, um mediador anti-inflamatério altamente expresso no fenétipo M2 [69]. Além
disso, a utilizacdo de AR encapsulado em nanoparticulas poliméricas permite a alteracao
morfologica entre os dois fenoétipos [69]. Assim, microglia com corpos celulares
aumentados e processos microgliais reduzidos e curtos, dao origem a microglia de
pequenas dimensodes com elevado ntiimero de processos microgliais, apos o tratamento
com AR [69].

Deste modo, devido a capacidade de antagonizar a producao de mediadores inflamatoérios
e de regular a expressao do feno6tipo imunomodulador da microglia, a utilizacdo de AR
apresenta um enorme potencial terapéutico, uma vez que a inflamacao cerebral é um fator
de risco para o desenvolvimento de doencas neurodegenerativas, tais como esclerose
multipla (EM), DA, DP e AVC isquémico.

Oligodendrocitos

Os oligodendrocitos sao reconhecidos como reguladores extremamente importantes das
funcbes neuronais, homeostasia e regeneracao ao nivel do SNC [44]. A existéncia de uma
disfuncdo ou de uma falha na acao destas células estd diretamente envolvida no
desenvolvimento de diversas doencas ao nivel do SNC como é o caso da EM [70]. As
células estaminais neurais (CEN) tem despertado o interesse como uma possivel
terapéutica para estas doencas desmielinizantes [70]. Para além disso, diversos estudos
em modelos animais demonstraram uma recuperacao da funcdo neurologica apds o
transplante destas células [70]. Este potencial terapéutico estd maioritariamente
relacionado com a capacidade de diferenciacao e proliferacdo que as CEN apresentam,
podendo assim apresentar capacidade para substituir células lesadas, potenciando deste
modo a recuperacao de areas do SNC afetadas [70, 71]. A molécula de AR, para além de

promover o crescimento axonal e a padronizacdo neuronal do ambiente cerebral em
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desenvolvimento, estimula a diferenciacao neuronal, sendo utilizada in vitro de forma a
induzir a diferenciacao de diversas populacoes de células estaminais incluindo CEN [51,
70]. Assim, o AR pode desempenhar um papel fundamental na formacao de CPO e
consequente contribuicao para a substituicao de oligodendrocitos que apresentem danos,
bem como para a mielinizacao de axdnios lesados [51, 70]. Um estudo de Carradori e
colaboradores desenvolveu uma nanocapsula lipidica, encapsulada com AR, com
capacidade de penetrar seletivamente a zona subventricular, onde se localizam alguns
nichos neurogénicos de CEN [70]. O encapsulamento com AR promoveu a diferenciacao
das CEN em células de linhagem oligodendrocitica, in vitro, bem como a
oligodendrogénese e consequente remielinizacdo dos axonios, apos inducao de lesao na
bainha de mielina em modelos animais [70]. Morrison e colaboradores evidenciaram
também a importancia do AR na formacao e diferenciacio de CPO [71]. A delecdo da
enzima Raldh ndo s6 conduziu a uma diminuicdo do nimero de CPO formadas, como
também contribuiu para um decréscimo da diferenciacio das mesmas em
oligodendrocitos maduros [71]. Um estudo de Huang e colaboradores demonstrou que o
RXRy ¢é ativamente expresso apos a inducdo de lesdo ao nivel da mielina, apontando o
aumento da expressao deste recetor como um indicador fisiologico de lesao ao nivel do
SNC [72]. Além disso, aquando da utilizacdo de antagonistas especificos deste recetor em
culturas celulares, foi observada uma diferenciacao ineficiente dos oligodendrécitos [72].
Tal facto demonstrou que este recetor apresenta um papel regulador importante no
processo de remielinizacdo [72]. Este recetor promove também a transcri¢cao do gene que
codifica a proteina basica de mielina, altamente expressa em oligodendrocitos maduros ou

produtores de mielina [72, 73].

Deste modo, a utilizagdo de AR apresenta-se como uma terapéutica bastante promissora
para a remielinizacdo de axdnios lesados do CNS, impedindo assim o comprometimento

dos mesmos e possivel degeneracao.

1.4. Acidente Vascular Cerebral

1.4.1. Epidemiologia do Acidente Vascular Cerebral

O AVC é considerado a segunda causa de morte mais comum a nivel global, afetando cerca
de 13,7 milhdes de pessoas por ano e conduzindo a morte de aproximadamente 5,5
milhGes [74]. Nas tltimas décadas, a incidéncia do AVC tem aumentado nos paises em
desenvolvimento, ao invés do que acontece nos paises desenvolvidos, onde o niimero de
episddios de AVC tem decrescido [74]. No entanto, apesar do decréscimo na prevaléncia
de AVC, a faixa de idades, o género e a localizacao geografica demonstram que os custos

associados a esta lesio aumentaram nos ultimos anos [74]. A nivel econémico, sdo gastos,
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em contexto europeu, cerca de 64,1 bilides de euros, anualmente, no combate a esta

patologia [75].

O risco de ocorréncia deste tipo de lesao cerebrovascular tende a aumentar com a idade,
duplicando a partir dos 55 anos de idade [74]. No entanto, o fator idade tem causado
alarme, uma vez que a prevaléncia de AVC na faixa etaria entre os 20 e 0s 54 anos de idade
aumentou 5,7 % entre 1990 e 2016 [74]. A idade é também importante quando se pretende
relacionar a incidéncia deste tipo de les@o cerebrovascular em func¢iao do género [74]. Em
idades mais jovens a ocorréncia de AVC é predominante no sexo feminino, enquanto no
sexo masculino a incidéncia desta lesdo cerebrovascular tende a aumentar com a idade
[74]. O risco de desenvolvimento de AVC em pessoas do sexo feminino é maioritariamente
relacionado com fen6menos associados a gravidez, como o desenvolvimento de pré-
eclampsia, uso de métodos contracetivos e o recurso a terapia hormonal [74]. No que ao
sexo masculino diz respeito, o tabagismo, o consumo excessivo de alcool e a presenca de
doencas arteriais apresentam-se como as principais causas de desenvolvimento desta
lesao [74]. A incidéncia do AVC varia também de acordo com a etnia, sendo a prevaléncia
desta lesdao de 6,0% entre populacoes indio-americanas, 4,0% entre populacoes de raca
negra, 2,6% entre latinos, 2,3% entre populacdes de raca branca e cerca de 1,6% entre
populacgdes asiaticas [76]. Também a zona geografica aparenta ter influéncia no risco de
desenvolvimento de AVC, uma vez que regioes que apresentam elevada poluicao
atmosférica contribuem ativamente para a mortalidade devido a ocorréncia de um AVC
[74]. Por Gltimo, o ponto de vista econdémico é também um fator importante na incidéncia
deste tipo de lesdo cerebrovascular, existindo uma relacdo direta entre o risco de
ocorréncia de AVC e as baixas possibilidades econdémicas da populacgdo, traduzindo-se este
facto em condigoes de saude desajustadas [76]. Entre estas incluem-se o conhecimento
insuficiente acerca da sintomatologia do AVC, falta de administracdo de tratamento
apropriado e instalacoes hospitalares com poucos recursos [77]. Deste modo, estes
entraves impossibilitam, muitas vezes, a utilizacdo de dois recursos essenciais no
tratamento urgente, como é o caso da tomografica computadorizada e dos agentes

trombodlitos [77].

1.4.2. Patofisiologia do Acidente Vascular Cerebral

O AVC é definido como um rapido défice neuroldgico, devido a interrupcao da perfusao
cerebral [74, 76]. Esta interrupcao culmina no entupimento de artérias, causando o
comprometimento dos vasos sanguineos e possivel sangramento, levando a morte das
células do ambiente cerebral devido a falta de oxigénio [74]. Este tipo de lesdo
cerebrovascular pode ser descrita como isquémica (aquando da oclusao do vaso

sanguineo) ou hemorragica (na presenca de rotura do vaso sanguineo) (Figura 5) [76].
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Cerca de 85% dos episddios de AVC dizem respeito a oclusoes isquémicas, sendo estas
maioritariamente causadas por doenca aterosclerdtica, formacao de trombos, ou oclusao
de pequenos vasos sanguineos [76, 78]. Perto de 45% dos casos de AVC isquémico sao
causados pela presenca de placas de aterosclerose nas artérias cerebrais, levando a
diminuicdo da area dos vasos sanguineos e consequente decréscimo do fluxo sanguineo
[74, 79]. O desenvolvimento de um AVC isquémico pode também ter origem num
fenomeno cardioembolico [78]. Este tipo de acidente cerebrovascular contabiliza cerca de
14-30% dos episddios de oclusodes isquémicas, sendo causado por uma interrupcao do
fluxo sanguineo devido a presenca de um trombo normalmente proveniente do coracao
[80]. O AVC isquémico pode também ser do tipo lacunar, sendo caracterizado pela
presenca de uma obstrucdo, com menos de 15 mm de didmetro, localizada em vasos de
pequeno calibre, como é o caso das arteriolas que penetram o interior do cérebro [81].

Este tipo de lesao isquémica representa cerca de 15-25% do total de oclusoes [74].

No que diz respeito ao AVC do tipo hemorrégico, este é responsavel por 10-15% dos
episoddios totais de AVC estando associado a uma elevada taxa de mortalidade [74]. Este
tipo de lesdo pode ser classificada em hemorragia intracerebral (HI) ou hemorragia
subaracnoide (HS) [74, 76]. No AVC causado por HI, di-se uma rutura dos vasos
sanguineos, causando um aumento anormal de sangue no interior do cérebro [74].
Fendémenos como hipertensdo, uso excessivo de anticoagulantes ou de agentes
tromboliticos podem potenciar a disrupcao dos vasos sanguineos, culminando num
aumento de sangue no interior do cérebro [74]. No AVC causado por HS, o sangue
acumula-se no espaco subaracnoide devido a ocorréncia de uma lesao traumatica ou de
um aneurisma cerebral [74]. Além destes dois tipos de AVC, pode também ocorrer um
outro tipo de fendmeno, denominado de ataque isquémico transitorio (AIT) [74]. Um AIT
define-se com uma disfun¢ido cerebral numa &rea circunscrita devido a uma reducao
temporaria do fluxo sanguineo (com duracdo maxima de 24 horas), resultando em
sintomas transitorios e com consequéncias menos gravosas por comparacao com um AVC
isquémico ou hemorragico [76, 82]. No entanto, a ocorréncia de um AIT pode ser
considerado um indicador de possivel desenvolvimento de AVC, uma vez que 10 % dos

pacientes que sofreram um AVC desenvolveram um AIT nos 90 dias precedentes [76, 83].
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AVC Isquémico AVC Hemorragico

S

Figura 5. Representacao de um AVC isquémico e de um AVC hemorragico. No AVC isquémico existe a oclusao
do vaso sanguineo devido a presenca de um coagulo, enquanto no AVC hemorragico existe a rotura de um vaso
sanguineo com extravasamento de sangue para o interior do cérebro. (AVC - Acidente Vascular Cerebral)
Adaptado de [84].

1.4.3. Tratamento do Acidente Vascular Cerebral

O tratamento do AVC envolve a modulacdo dos fatores de risco que potenciam a
ocorréncia deste tipo de lesdo, o combate a sua fisiopatologia perante tal quadro clinico e,
por ultimo, a prevencao da reincidéncia deste tipo de lesdao cerebrovascular [74, 78]. Os
fatores de risco estdo associados a cerca de 90% de risco de desenvolvimento de AVC,
sendo deste modo fundamental identificar e controlar estes fatores de forma a prevenir a
ocorréncia deste tipo de lesao [78]. Estes fatores dividem-se em modificaveis e nao-
modificaveis, sendo os primeiros aqueles que captam maior aten¢do, uma vez que podem
ser modulados de forma a reduzir o risco de desenvolvimento de um quadro de AVC [74,
78]. Entre estes evidenciam-se fatores como hipertensao, hiperlipidemia, habitos
tabagicos e obesidade [78]. A hipertensao é considerada o fator de risco mais importante
para a eficiente prevencao deste tipo de lesdo cerebrovascular, uma vez que mais de
metade dos casos de AVC a nivel mundial sdo atribuidos a este fator [74, 78]. Deste modo,
a utilizacao de beta bloqueadores (como o labetamol), farmacos bloqueadores dos canais
de calcio (como a nicardipina) e inibidores da enzima conversora da angiotensina (como o
enalapril) sao utilizados para controlar a pressao arterial [74, 78, 85]. Também os niveis
elevados de colesterol total potenciam a ocorréncia de episédios de AVC [78]. Diversos
estudos demonstraram que a utilizacdo de estatinas reduziu o nimero de complicacoes
vasculares [78]. No entanto, é ainda controverso determinar quando iniciar tratamento
com recurso aos respetivos farmacos, pelo que, todos os pacientes com hiperlipidemia sao
encorajados a vigiar o seu peso, bem como a adotar uma dieta saudavel aliada a pratica de
exercicio fisico [5, 78]. Os habitos tabagicos contribuem também para o desenvolvimento

de lesoes cerebrovasculares, com um aumento do risco de lesdo isquémica ou hemorragica
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dependente do consumo [78]. A sessacdo do consumo de tabaco diminui o risco de
complicacoes vasculares, pelo que a substituicao de tabaco por outras fontes de nicotina,
bem como o recurso a terapia sdo as principais estratégias para o controlo deste fator de
risco [78]. Para além destes indicadores, também a obesidade é um fator de risco para o
desenvolvimento de um AVC [78]. O tratamento da obesidade prende-se essencialmente
por alteragoes na rotina dos pacientes, nomeadamente no tipo de alimentacao e na pratica

de exercicio fisico [78].

No que diz respeito ao tratamento de um quadro de AVC isquémico, a janela de tempo
para efetuar o tratamento é fundamental para impedir sequelas [78]. A terapéutica mais
comum ¢ a administracdo intravenosa de tPA (como Alteplase®) de forma a promover a
dissolucao do coagulo responsavel pela oclusdo do vaso sanguineo [74, 79]. Este farmaco
aparenta melhorar o quadro clinico quando administrado entre 3-4,5 horas apoés o inicio
do AVC isquémico [79]. A trombolise intra-arterial apresenta-se também como outra
terapéutica desenhada para combater o AVC isquémico, apresentando uma efetividade de
tratamento por um periodo de 6 horas apds a ocorréncia da oclusao [5, 74]. Para além
destas terapéuticas, outras estao a ser testadas em ensaios clinicos, entre as quais a
combinacdo entre agentes tromboliticos e antagonistas da glicoproteina IIb/IIla, tendo
este ensaio demonstrado maior eficacia para oclusdes aterosclerotticas, e menor para
oclusoes cardioembdlicas [74]. Quanto ao tratamento de um quadro de AVC hemorragico,
as abordagens sao diversas, prendendo-se essencialmente pela tentativa de reducao da
pressao intracraniana com recurso a diuréticos (como o manitol), tratamento hemostatico
através da utilizacdo de fator recombinante de coagulacdo VII e concentrados de

protrombina, existindo também a necessidade frequente de recurso a cirurgia [85].

Para além disto, também depois da ocorréncia de um AVC existem terapéuticas
necessarias, nao sé de reabilitacdo, como também de prevencao, uma vez que a maioria
dos pacientes que sobrevivem a um primeiro AVC, apresentam alto risco de desenvolver
novamente este tipo de lesao [74]. Assim, neste tipo de casos, é recorrente a utilizacao de
farmacos anti plaquetarios (como Aspirina®) com o intuito de prevenir a formacao de
novos coagulos [74, 78]. No entanto, para além da terapéutica, também a identificacao da
etiologia do AVC é fundamental, visto que permite o desenho de terapéuticas mais
personalizadas [78]. Também no AVC do tipo hemorragico existe a possibilidade de voltar
a desenvolver tal tipo de lesdo [85]. Assim, o controlo da pressao sanguinea é um fator
extremamente importante na prevencao de um novo quadro de AVC hemorragico [85].
Além disso, a modificacao do estilo de vida é fundamental, nomeadamente no que diz

respeito ao consumo de alcool e tabaco [85].
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Apesar de varios tipos de tratamento, a maioria apresenta uma janela de tempo estreita
para providenciarem beneficio terapéutico, sendo tuteis para um reduzido numero de
pacientes [75]. Além disso, a administracdo de agentes tromboliticos pode causar
hemorragia cerebral e outros efeitos relevantes, sendo deste modo necessario equacionar
outro tipo de terapéuticas que se revelem mais inclusivas focando principalmente a

unidade neurovascular [75].
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2. Objetivos

O AVC é uma das principais causas de morte e de invalidez a nivel global, causando
diversas alteracoes a nivel celular e molecular que comprometem a viabilidade do
ambiente cerebral. Este tipo de lesdo afeta consideravelmente os vasos sanguineos,
conduzindo a uma diminuicao do fluxo sanguineo para as diferentes areas cerebrais. As
CML desempenham um papel fundamental na regulacio do toénus vascular e
consequentemente na homeostasia cerebral. No decurso de algumas condicoes
patologicas, como o AVC, a viabilidade destas células fica comprometida o que pode ser
prejudicial na recuperacdo. Além disso, a ocorréncia deste tipo de lesdo cerebrovascular
pode conduzir a libertacdo de diversos fatores que modificam a sinalizacao existente entre
as células gliais e as células vasculares, alterando tanto os processos de vasoconstri¢ao,

como os processos de vasorelaxamento devido a fatores ainda desconhecidos.

Deste modo, o principal objetivo deste trabalho é analisar o efeito do AR, um metabolito
ativo da vitamina A com propriedades vasoativas e anti-inflamatoérias, na regulacao
vascular mediada pelos neurdnios e astrocitos apos estes serem submetidos a condicoes de
isquemia. Assim, este trabalho pretende determinar se o AR é benéfico na recuperacao de
um AVC.

De forma a atingir este objetivo principal foi proposto:
- Obter cultura de CML da ACM (CML-ACM) de rato Wistar.

- Analisar a resposta das CML-ACM a NA, ap6s incubacao com os meios de reperfusao de

co-culturas de neuronios e astrdcitos incubados com diferentes concentracoes de AR.

- Analisar a resposta das CML-ACM ao SNP, apés incubacao com os meios de reperfusao

de co-culturas de neuroénios e astrocitos incubados com diferentes concentragoes de AR.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Incubacao com acido retindico de culturas celulares de
neuronios e astrocitos posteriormente sujeitas a
privacao de oxigénio e glucose

O método utilizado para obtencdo de culturas celulares foi baseado num modelo
estabelecido por Roque e colaboradores [86], tendo estas sido realizadas por Emanuel
Farinha, no ambito da tese de mestrado. Resumidamente, embridoes de fémeas Wistar
(com 15 dias de vida) foram retirados, através da cavidade abdominal, e decapitados tendo
as células corticais sido isoladas de acordo com Roque e colaboradores [86]. Os cortices
foram de seguida cortados em pequenas porcoes, tendo estes sido colocadas em tampao
fosfato salino (PBS) (Tabela 1). Seguidamente o tecido foi dissociado mecanicamente e
centrifugado a 400 x g, durante 3 minutos, tendo o pellet sido ressuspendido em meio
Neurobasal [(NBM; Gibco) suplementado com 2% de B27 (Gibco), 0,5 mM de glutamato
(Sigma), 0,5 mM de glutamina (Sigma), 120 pg/mL de gentamicina (Sigma) e 10% de soro
fetal de bovino (FBS)] e colocado em placas de cultura de 24 pocos previamente revestidas
com poli-D-lisina. As células foram mantidas numa incubadora a 37° C numa atmosfera
de 95% de ar atmosférico e 5% de CO2. Apos 4 dias em cultura, o meio foi renovado,
tendo-se iniciado os ensaios experimentais no sexto dia de cultura. Vinte e quatro horas
antes da exposicao destas culturas a privacao de oxigénio e glucose (OGD), o meio de
cultura foi substituido por NBM sem soro, tendo as células sido incubadas com diferentes
concentracoes de AR (0,1 uM, 1 uM, 5 uM e 10 uM). As culturas priméarias de neurdnios e
astrocitos foram posteriormente sujeitas a OGD, sendo usadas como modelo de AVC
isquémico. Estas células foram lavadas duas vezes e de seguida incubadas com solucao
salina tamponada de Hank (HBSS) (HBSS; 1,26 mM CaCl2, 5,36 mM KCl, 0,44 mM
KH2PO4, 0,49 mM MgCl2, 139,9 mM NacCl, 4,17 mM NaHCO3, 3,38 mM Na2HPO4, pH =
7,4). As células submetidas a OGD foram colocadas numa camara de hipoxia (Stemcell
Technologies), com uma atmosfera de 95% N2 e 5% de CO2, tendo esta sido colocada
numa incubadora, a 37°C, durante 4 horas. Simultaneamente, o grupo controlo (HBSS +
Glucose) foi lavado duas vezes e incubado com HBSS suplementado com 5,56 mM de
glucose e colocado, durante o mesmo periodo de tempo, numa incubadora a 37° C com
uma atmosfera de 95% de ar atmosférico e 5% de CO.. Apos este periodo de tempo, as co-
culturas foram retiradas da incubadora e o meio de reperfusdo foi obtido através da
substituicdo de HBSS por NBM. As células foram mantidas na incubadora com uma

atmosfera de 95% de ar atmosférico e 5% de CO., a 37°C, por mais 20 horas. Apos este
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periodo de tempo, o meio condicionado por estas co-culturas foi recolhido e armazenado a
-80°C.

3.2. Cultura celular de células musculares lisas

Todos os animais utilizados na preparacao da cultura celular foram tratados respeitando
todos os requisitos éticos de pesquisa animal, convencao europeia para a protecao dos
animais vertebrados utilizados para fins experimentais ou de outro tipo de propdsito
cientifico (Decreto-Lei n°® 113/2013). O método de cultura utilizado foi baseado num
modelo estabelecido por Quelhas e colaboradores para isolamento de CML-ACM [37].
Machos Wistar foram anestesiados (quetamina 87,5 mg/Kg e xilazina 12,5 mg/Kg) e de
seguida decapitados. Através da utilizacdo de material cirargico, o cérebro foi removido e
colocado numa placa de Petri contendo PBS (1400 mM de NaCl, 81 mM de Na,HPO, 27
mM de KCl e 15 mM de KH.PO,, pH 7,4) (Tabela 1). De seguida foi realizado o explante
das ACM, tendo estas sido colocadas também em PBS. As artérias foram posteriormente
colocadas numa placa de cultura de 6 pocos, previamente revestida com colagénio
(5ug/cm?2) e colocadas, durante 3 minutos, na incubadora a 37° C numa atmosfera de 95%
de ar atmosférico e 5% de CO.. Apds este tempo, foi adicionado 1 mL de meio de cultura
completo [MCC; 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] (Tabela 1). Ap6s 24h foi adicionado novamente 1 mL de MCC. O meio de
cultura foi posteriormente renovado a cada 2 dias, tendo estas culturas atingindo a
confluéncia ap6s 15-20 dias. Subculturas destas células foram preservadas até a quarta

passagem.

3.3. Ensaio de Planar Cell Surface Area

O estudo de contractilidade celular através da técnica de Planar Cell Surface Area (PCSA)
foi baseado num protocolo previamente descrito por Mariana e colaboradores [87] e
Quelhas e colaboradores [37]. De forma a realizar este ensaio foi necessario que as CML
entre a terceira e a quarta passagem atingissem a confluéncia, tendo sido posteriormente
colocadas em meio de cultura sem soro (MSS) (Tabela 1), durante 24 horas. Apos este
periodo de tempo, o MSS foi retirado e as células foram incubadas com meios
condicionados por co-culturas de neur6nios e astrocitos, previamente expostas a
diferentes concentracoes de AR, sujeitas e nao sujeitas a OGD, durante 24 horas. Apos este
tempo de incubacdo, as células foram tripsinizadas e plaqueadas em caixas de Petri,
previamente revestidas com 5 pL colagénio, e colocadas em MSS. Estas caixas foram de

seguida colocadas na incubadora a 37°C, numa atmosfera composta por 95% de ar
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atmosférico e 5% de CO,, durante 4 horas. O MSS foi depois removido, tendo as células
sido lavadas 4 vezes com 500 pL de Krebs (Tabela 1). Ap6s a dltima lavagem, a solucao de

Krebs foi mantida na caixa de Petri, tendo a mesma sido colocada no microscopio.

As células foram observadas através de um microscopio de fluorescéncia invertido (Zeiss
Axio Observer Z1, Jena, Alemanha). Este microscopio totalmente motorizado, equipado
com uma camara digital monocromatica de alta velocidade (Axio Cam Hsm), que possui
um sistema de incubacgdo incorporado permitiu o controlo da temperatura, fator este
determinante para a manutencdo da viabilidade das células no decorrer do processo
experimental. Ap6s a primeira observacado, foi tirada uma foto que serviu de controlo.
Durante 20 minutos as células foram deixadas no microscopio sem a adicdo de nenhum
agente contractil ou relaxante. Apos este periodo de tempo foi tirada uma segunda foto,
para observacao da contragao basal, tendo sido adicionado de seguida o agente contractil
(NA - 1 uM). Passados novamente 20 minutos foi tirada uma nova foto e foi adicionado o
agente relaxante (SNP - 1 uM), tendo sido tirada novamente uma foto ap6s 20 minutos. A
analise e o tratamento das imagens foram posteriormente realizados através do programa
AxioVision 4.8 software, com o programa medicdo automaética (Automatic measurement)
conseguindo-se assim medir a diferenca de area das células apos a adi¢do dos agentes

vasoativos.

3.4. Analise Estatistica

Os dados obtidos encontram-se expressos em funcao da média + erro padrao (S.E.M.) de n
experiéncias independentes. A analise estatistica dos mesmos foi realizada no programa
SigmasStat Statistical Analysis System, versao 3.5 (2006). A significincia estatistica entre
dois grupos foi analisada com recurso ao teste t-student. A comparagao entre mais de dois
grupos foi analisada através do método One-way ANOVA seguido de teste de Dunnett.
Foram consideradas diferencas significativas quando os niveis de probabilidade foram

inferiores a 5% (p<0,05).
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3.5. Solucoes e Materiais

3.5.1. Solucoes
Na realizacdo desta investigacdo foram usadas diversas solugdes. A Tabela 1 contém as

varias solucoes utilizadas e respetivas composigoes.

Tabela 1 — Solugoes utilizadas no decorrer deste trabalho.

Soluciao Composicao

KCl 5,o0mM; EDTA 0,03 mM; MgS04-7H20 1,2 mM;

Krebs Bésico Concentrado KH2PO4 1,2 mM e acido L-ascorbico 0,6 mM

Krebs Bésico Concentrado; CaCl2 0,5 mM; NaCl 119

Krebs Diluido mM; NaHCO3 25 mM e Glucose 11 mM, 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,0.5ng/ml);
heparina (2pg/ml), insulina (5pg/ml) e solugdo
antibiotico- antimicotico (SAA), pH=7,4

Meio de Cultura Completo (MCC)

DMEM-F12 suplementado com soro fetal bovino
MCC com 10% FBS (FBS - 10%); Albumina de soro bovino (BSA -0,5%) e
SAA (1%), pH = 7,4

Meio de Cultura sem soro (MSS) DMEM-F12; Albumina de soro (BSA-0,5%), pH= 7,4

Solucio phosphate buffered saline (PBS) ou | 1,37 M NaCl; 27 mM KCl; 100 mM Na, HPO, e 20 mM
solucio fosfato-salino diluido KH,PO,, pH=7,4

Mistura de penicilina (10000 U); estreptomicina (10

Solucao antibiético-antimicético (SAA) mg) e anfotericina (25 mg)

Soluciao de BSA (Albumina de soro bovino) 250 g BSA e 10 mL H20

Solucao de Dulbecco’s modified Eagle’s DMEM-F12 liofilizado sigma, NaHCO3 (1,2 g/L) e
médium/Fi12 (DMEM-F12) acido L-ascorbico (20 mg/L), pH = 7,4
Solucao de Tripsina - EDTA 0,5 g de tripsina de porco e 0,2 g de EDTA
3.5.2.Quimicos

No decorrer desta investigacao foram utilizados diversos compostos quimicos, tais como
NA, SNP e AR. Todos os quimicos foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Os quimicos NA e
SNP foram diluidos em &4gua destilada, tendo sido preparadas diluicdes no dia da

realizacao da metodologia laboratorial. Quanto ao AR, este foi diluido em etanol 99,8 %.
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3.5.3.Materiais
Na realizacao desta investigacdo foram utilizados diversos equipamentos e materiais. A

Tabela 2 apresenta os equipamentos e materiais utilizados no decorrer deste trabalho.
Tabela 2 — Materiais/Equipamentos utilizados durante este trabalho.

Isolamento e Cultura da artéria cerebral media

Materiais/Equipamentos Marca

Camara de Fluxo Laminar NuAire
Frascos de Cultura/Multiwells Orange Scientific
Material Cirargico Especifico Tekno; FST; Dumostar; Stainless

Material Especifico de Laboratoério -

Sistema de Incubacao Pecon

Planar Cell Surface Area

Materiais/Equipamentos

Caixas de Petri Especificas para o Microscopio
N Sarstedt
de Fluorescéncia
Material Especifico de Laboratoério -
Microscépio de Fluorescéncia Zeiss Axio Observer Z1
Software do Microscopio de Fluorescéncia Axio Vision program 4.8

Preparacao de Solucoes

Materiais/Equipamentos

Balanca Digital Sartorius

Medidor de pH Metrohm
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4. Resultados

4.1. Obtencao de culturas primarias de células musculares
lisas

A cultura de CML foi obtida através de explantes da ACM, tal como descrito no protocolo
para obtencao de culturas primarias de CML-ACM, previamente estabelecido por Quelhas
e colaboradores [37]. A figura 6A mostra a cultura apo6s 10 dias em cultura. A figura 6B

mostra a cultura apos 20 dias, onde as CML atingiram o estado de confluéncia.

Figura 6. Cultura priméaria de CML obtidas a partir do explante da ACM. (A) Imagem da cultura de CML ap6s
10 dias adquirida num microscopio 6tico através da objetiva de 40x. (B) Imagem da cultura de CML ap6s 30
dias, em estado de confluéncia, num microscopio 6tico através da objetiva de 10x. (CML — Células Musculares
Lisas; ACM — Artéria Cerebral Média).

4.2. Ensaios de contractilidade celular

De forma a avaliar o potencial do AR na resposta vasoativa das CML-ACM apoés a
ocorréncia de um evento isquémico, procedeu-se a pré-incubacao destas células com
meios condicionados por co-culturas de neurdnios e astrocitos, previamente incubadas
com diferentes concentracoes de AR (0,1 uM, 1 uM, 5 uM e 10 uM). Através da técnica de
PCSA, de acordo com Quelhas e colaboradores [37] e Mariana e colaboradores [22], foi
avaliada a resposta vasoativa das CML ao agente contractil (NA - 1uM) e ao agente
relaxante (SNP - 1uM).

4.2.1. Resposta celular a acao do agente contractil
A figura 7 representa o efeito induzido pela NA apos pré-incubacao das CML-ACM com
meios condicionados por co-culturas de neurénios e astrocitos incubadas com AR,

submetidas (grupo OGD) e nao submetidas (grupo HBSS + Glucose) a ambiente
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isquémico. Para além disso estdo também representados os respetivos controlos (resposta
das CML condicionadas pelo secretoma das co-culturas de neurdnios e astrocitos, nao

incubadas com AR, sujeitas e ndo sujeitas a ambiente isquémico).

A acdo da NA induziu contracao nas CML condicionadas pelo secretoma das co-culturas
neuro-gliais (N-G) nao incubadas com quaisquer concentracoes de AR, nao sujeitas
(Controlo HBSS + Glucose =14,70 + 1,35 %) e sujeitas a ambiente isquémico (Controlo
OGD = 10,09 * 1,24 %) existindo, no entanto, diferencas significativas entre estas (Figura
7). Deste modo, foi possivel observar que os fatores libertados por neurénios e astrécitos,

sujeitos a ambiente isquémico, atenuaram significativamente resposta contractil das CML.

No que diz respeito a resposta das CML condicionadas pelo secretoma de co-culturas N-G
nao sujeitas a ambiente isquémico, a incubacdo com concentracoes de 0,1 uM AR e 10 UM
AR resultou numa diminuicao significativa da resposta contractil das CML a NA (0,1 uM
AR HBSS + Glucose = 9,66 + 0,86 %; 10 uM AR HBSS + Glucose = 3,82 + 2,27 %) quando
comparadas com CML condicionadas pelo secretoma de co-culturas N-G nao incubadas
com AR (Controlo HBSS + Glucose = 14,70 + 1,35 %) (Figura 7). As concentracoes de 1 uM
AR e 5 uM AR nao induziram diferencas significativas na resposta contractil das CML.
Assim, conforme evidenciado, aquando da incubacdo destas células com meios
condicionados pelas co-culturas de neur6nios e astrocitos incubadas com AR, o perfil

contractil destas diminuiu em resposta ao agente contractil.

Aquando da exposic¢ao das co-culturas N-G a OGD, as incubagdes com as concentracoes de
1 uM, 5 uM, 10 uM de AR promoveram alteragoes significativas na resposta contractil das
CML (1 uM AR OGD = -5,72 + 2,40 %; 5 uM AR OGD = -6,92 + 1,65 %; 10 uM AR OGD = -
5,78 + 2,12 %) quando comparadas a resposta de CML condicionadas pelo secretoma de
co-culturas N-G, sem incubacao com AR (Controlo OGD = 10,09 + 1,24%) (Figura 7).
Estes resultados evidenciaram uma alteracao na resposta das CML quando condicionadas
pelo secretoma de co-culturas N-G incubadas com as concentracdoes anteriormente
referidas e sujeitas a ambiente isquémico. Além disso, foi constatado que, para a mesma
concentracdo de AR, o ambiente isquémico s6 nao alterou significativamente a resposta
das CML quando estas foram incubadas com o secretoma de co-culturas previamente
expostas a concentracao de 0,1 uM. Observou-se, assim, que a utilizacao de AR potenciou
o efeito dos fatores libertados por neurénios e astrocitos sujeitos a ambiente isquémico,
condicionando a resposta contractii das CML a NA, conduzindo as mesmas ao

relaxamento.
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Figura 7. Efeito da NA (1 uM) nas CML. Percentagem de contracio induzida por NA apos 24h de incubacio
com meios condicionados por co-culturas corticais de neurdnios e astrocitos incubadas com AR (0,1 uM, 1 uM,
5 UM e 10 uM), submetidas (OGD) e ndo submetidas (HBSS + Glucose) a ambiente isquémico e respetivos
controlos (co-culturas de neurénios e astrocitos nao incubadas com AR). Os dados foram expressos em
percentagem (%) de variacao da area celular em relacdo a area inicial de cada célula. As barras representam a
média + erro padrao da média (S.E.M) de trés experiéncias independentes. A analise estatistica foi realizada
pelo teste One-way ANOVA seguido de teste de Dunnett onde * P <0,05 versus Controlo HBSS + Glucose; #* P
<0,05 versus Controlo OGD e pelo teste t-student, onde » P <0,05; ? P <0,01; ¢ P <0,001. (NA — Noradrenalina;
CML — Células Musculares Lisas; OGD — Privacio de oxigénio e glucose; AR — Acido Retinbico).

A figura 8 evidencia o perfil de contracdo das CML durante o tempo de atuacdo da NA
apos incubacdo destas células com meios condicionados por co-culturas corticais de
neurdnios e astrocitos, nao submetidas (figura 8A) e submetidas (figura 8B) a ambiente

isquémico.
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Figura 8. Perfil temporal da contracao induzida por NA (1 uM). (A) Perfil de contragao celular induzida pela
acdo da NA nos 20 minutos experimentais em CML incubadas, durante 24 horas, com meios condicionados
por co-culturas de neurdnios e astrocitos nao incubadas (Controlo HBSS + Glucose) e incubadas com
concentracoes de 0,1 uM, 1 uM, 5 uM e 10 uM de AR, ndo submetidas a ambiente isquémico; (B) Perfil de
contracao celular induzida pela agdo da NA nos 20 minutos experimentais em CML incubadas, durante 24
horas, com meios condicionados por co-culturas de neurénios e astrécitos nao incubadas (Controlo OGD) e
incubadas com concentracoes de 0,1 uM, 1 uM, 5 uM e 10 uM de AR, submetidas a ambiente isquémico. (NA —
Noradrenalina; CML — Células Musculares Lisas; AR — Acido Retindico).

4.2.2.Resposta celular a acao do agente relaxante

Apos exposicao das CML a acdo da NA foi analisado o efeito vasoativo do SNP (Figura 9).
A acdo deste vasodilatador promoveu um aumento nio significativo do relaxamento das
CML incubadas com meios condicionados por co-culturas N-G sujeitas a OGD (Controlo
OGD = 14,27 + 4,74 %) quando comparado com o relaxamento das CML incubadas com
meios condicionados por co-culturas nao sujeitas a ambiente isquémico (Controlo HBSS +
Glucose = 12,62 + 5,75%). Estes resultados demonstraram que, apesar de nao
significativo, os fatores libertados por neurénios e astrocitos, quando submetidos a OGD,

induziram relaxamento das CML em resposta ao SNP.

Quanto aos meios condicionados por co-culturas N-G incubadas com as diferentes
concentracoes de AR e nao sujeitas a ambiente isquémico, estes provocaram alteracoes
significativas nas respostas das CML ao SNP (0,1 uM AR HBSS + Glucose = -17,56 + 1,81
%; 1 UM AR HBSS + Glucose = -14,32 + 1,70 %; 5 UM AR HBSS + Glucose = -22,72 + 2,07
%; 10 UM AR HBSS + Glucose = -8,00 + 2,46 %) quando comparadas as respostas de CML
condicionadas pelo secretoma de co-culturas N-G, nao incubadas com AR e nao sujeitas a
condicoes isquémicas (Controlo HBSS + Glucose = 12,62 + 5,75 %). Conforme
evidenciado, a incubacdo das co-culturas de neurdnios e astrocitos com as diferentes
concentracoes de AR culminou numa contracio das CML em resposta ao agente

vasodilatador.
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A exposicao das co-culturas N-G a OGD conduziu também a uma alteragdo na resposta das
CML ao SNP. Os meios condicionados por estas co-culturas, previamente incubadas com
as concentracoes de 0,1 pM, 1 uM e 10 uM de AR, culminaram em respostas
significativamente diferentes por parte das CML ao SNP (0,1 uM AR OGD = -10,98 + 2,64
%; 1 UM AR OGD = -2,56 + 2,42 %; 10 uM AR OGD = -2,73 + 1,83 %) quando comparadas
com as respostas de CML condicionadas pelo secretoma de co-culturas N-G sujeitas a
OGD e sem incubacao com AR (Controlo OGD = 14,27 + 4,74 %). Deste modo, estes
resultados demonstraram que apenas a concentracdo de 5 uM de AR promoveu um
relaxamento das CML em resposta ao SNP (5 uM AR OGD = 6,98 + 3,38 %), apresentando
uma resposta significativamente similar ao respetivo controlo (Controlo OGD = 14,27 +
4,74 %). Nas restantes concentracoes, o ambiente isquémico conduziu a uma diminuicao
no perfil de contracao das CML, por comparacao com a resposta destas células vasculares
apos incubacdo com meios condicionados por co-culturas N-G nao sujeitas a OGD. Por
altimo, foi ainda observado que, para a mesma concentracao de AR, a exposicao das co-
culturas de neuroénios e astrocitos a OGD alterou significativamente a resposta das CML
quando estas foram incubadas com o secretoma de co-culturas N-G, previamente expostas

as concentracoes de 1 uM e 5 uM.
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Figura 9. Efeito do SNP (1 uM) nas CML ap6s contracdo com NA. Percentagem de relaxamento induzido pelo
SNP apo6s 24h de incubacdo com meios condicionados por co-culturas corticais de neurénios e astrocitos
incubadas com AR (0,1 uM, 1 uM, 5 uM e 10 uM), submetidas (OGD) e ndo submetidas (HBSS + Glucose) a
ambiente isquémico e respetivos controlos (co-culturas de neurénios e astrdcitos ndo incubadas com AR). Os
dados foram expressos em percentagem (%) de variacao de area celular em relagdo a éarea inicial de cada
célula. As barras representam a média + erro padrao da média (S.E.M) de trés experiéncias independentes. A
analise estatistica foi realizada pelo teste One-way ANOVA seguido de teste de Dunnett onde * P <0,05 versus
Controlo HBSS + Glucose; # P <0,05 versus Controlo OGD e pelo teste t-student, onde 2 P <0,05; P P <0,01; ¢P
<0,001. (SNP — Nitroprussiato de sédio; CML — Células Musculares Lisas; NA- Noradrenalina; AR — Acido
Retinbico; OGD — Privacao de oxigénio e glucose).

A figura 10 evidencia o perfil de relaxamento das CML durante o tempo de atuacao do
SNP, ap6s incubacao destas células com meios condicionados por co-culturas corticais de
neuronios e astrocitos, nao submetidas (figura 10A) e submetidas (figura 10B) a ambiente

isquémico.

36



Efeito do 4cido retindico no acidente vascular cerebral.

A —a— Controlo HBSS + Glucose B —s=— Controlo OGD
—a— 0,1 M AR HBSS + Glucose ——0,1 yM AR OGD
—&— 1 pyM AR HBSS + Glucose —a— 1M AR OGD
o 301 —v— 5 UM AR HBSS + Glucose o 304 —+—5UMAR OGD
% 10 4M AR HBSS + Glucose oza 10 yM AR OGD
S 201 ’5 204
[N o
o o
S 10- S 10
N N
3 .
£ 01 - £ 01
e S °
& -104 S-104
£ I—13 £
g 3 g
© -20 4 © -20 4
3] 1 ©
1= —
.30 T T T T @30 r T T
o 5 10 15 20 o 5 10 15 20
8 ) = )
T (min) T (min)

Figura 10. Perfil temporal de relaxamento induzido por SNP apés contracdo com NA (1 uM). (A) Perfil de
relaxamento celular induzido pela acdo do SNP nos 20 minutos experimentais em CML incubadas durante 24
horas com meios condicionados por co-culturas de neurénios e astrécitos nao incubadas (Controlo HBSS +
Glucose) e incubadas com concentracoes de 0,1 uM, 1 uM, 5 uM e 10 uM de AR, nao submetidas a ambiente
isquémico; (B) Perfil de relaxamento celular induzido pela acdo do SNP nos 20 minutos experimentais em
CML incubadas durante 24 horas com meios condicionados por co-culturas de neurdnios e astrdcitos nao
incubadas (Controlo OGD) e incubadas com concentragdes de 0,1 uM, 1 uM, 5 uM e 10 uM de AR, submetidas
a ambiente isquémico. (SNP — Nitroprussiato de sédio; NA — Noradrenalina; CML — Células Musculares Lisas;
AR — Acido Retinéico).
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5. Discussao

O AVC é uma das principais causas de morte e invalidez em todo o mundo, sendo por isso
amplamente estudado, de forma a reduzir taxa de mortalidade e de complicacoes
decorrentes desta lesdao [88]. Cerca de 85% dos casos de AVC sao do tipo isquémico,
caracterizando-se pela oclusdo de vasos sanguineos e consequente diminuicao do fluxo
sanguineo para diversas areas do cérebro [89]. Uma vez que este 6rgao apresenta elevadas
necessidades metabdlicas, a diminuicdo do aporte sanguineo, mesmo que por um curto

periodo de tempo, culmina em lesdes neuronais [2, 90].

A ACM é o vaso sanguineo mais afetado por este tipo de lesdo [91, 92]. Um dos
constituintes celulares mais importantes desta artéria sao as CML, que fazem parte da
tnica média e que, como descrito anteriormente, sdo as principais reguladoras do fluxo
sanguineo. Deste modo, uma vez que o AVC isquémico é caracterizado por uma
interrupcao do fluxo sanguineo, a compreensdo de como o ambiente adverso altera a
funcdo vasoativa das CML, bem como o desenvolvimento de mecanismos capazes de

controlar o ténus vascular sao de extrema importancia [37, 91].

O AR desempenha um papel fundamental no desenvolvimento do sistema nervoso dos
mamiferos [93]. No entanto, para além do seu efeito benéfico em diversos processos
bioldgicos (entre as quais a manutencao da sobrevivéncia de neuroénios) este derivado da
vitamina A desempenha funcdes importantes no controlo das respostas inflamatorias
levadas a cabo por diversas células, nomeadamente os astrocitos [58, 59, 93]. Para além
disso, foi também reportado por Wang e colaboradores um efeito vasodilatador mediado

pelo AR em artérias mesentéricas de rato [94].

Durante o periodo de isquemia, diversos tipos de células podem adaptar-se a essas
condicoes e libertar diversos fatores que protegem as redes neuronais afetadas pela
diminuicao do fluxo sanguineo [86]. Um estudo levado a cabo por Roque e colaboradores
demonstrou que os astrocitos possuem a capacidade de se adaptar ao ambiente isquémico,
podendo conferir prote¢do aos neuroénios através da libertacdo de fatores neurotroéficos e
moléculas antioxidantes [86]. Estas células gliais providenciam também suporte
energético aos neuroénios através da producao de lactato [86, 95]. Além disso, Mariana e
colaboradores demonstraram que, em condicoes de isquemia, as células referidas
anteriormente, juntamente com neurénios, atuam como mediadores da resposta das CML,
através da libertacao de fatores vasoativos [22]. Neste sentido, de forma a analisar o efeito
profilatico do AR na modulacao da resposta vasoativa das CML por parte dos neurénios e

astrocitos, foram utilizados meios de reperfusao de culturas mistas de neurdnios e
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astrocitos, previamente incubadas com diferentes concentragoes de AR (0,1 uM, 1 uM, 5
uM e 10 uM) e sujeitas a OGD durante 4 horas. O periodo de tempo em que as co-culturas
foram submetidas a ambiente isquémico foi definido anteriormente por Roque e
colaboradores, tendo sido observado que a exposicao destas co-culturas a 4 horas de OGD
nao produziu um decréscimo significativo na viabilidade das células, por comparacao com

outros tempos de isquemia [22, 86].

O método de cultura utilizado para obtencao de CML-ACM, tal como descrito previamente
por Quelhas e colaboradores [37], promove o crescimento das CML num fenotipo
sintético, o que nao corresponde ao presente nos vasos sanguineos e que é responsavel
pelo controlo do tonus vascular [37]. Deste modo, 48 horas antes da realizacao dos ensaios
experimentais, as CML foram expostas a MSS, por um periodo de 24 horas, com o objetivo
de promover a alteracao do fenétipo para o estado contractil [35, 37, 96]. Uma vez obtidas
culturas de CML neste fenétipo, as mesmas foram incubadas com meios condicionados
por co-culturas de neur6nios e astrocitos, previamente incubadas com diferentes

concentracoes de AR, sujeitas e ndo sujeitas a ambiente isquémico.

A resposta vasoativa das CML foi avaliada através da técnica de PCSA com recurso a
utilizacdo de NA, como agente contractil, e SNP, como agente relaxante. A escolha dos dois
agentes foi baseada em estudos previamente realizados neste tipo de células, onde foram
demonstradas alteracoes na resposta vasoativa aquando da presenca destes dois agentes
[22, 37]. Na presenca de NA existe uma ativacdo dos recetores a1-adrenérgicos, expressos
nas CML, uma vez que a NA ¢ agonista desses recetores [97]. Esta ligacdo entre a NA e os
recetores anteriormente referidos promove o aumento da atividade da fosfolipase C (PLC),
devido as proteinas Gq que estdo acopladas aos recetores ai-adrenérgicos [97, 98]. A PLC
promove a hidrdlise do fosfatidilinositol bifosfato dando origem a IP3 e diacilglicerol
(DAG) [97, 98]. Estes atuam como segundos mensageiros promovendo a libertacao de
Ca2+ dos reservatorios intracelulares [97, 98]. Estes aumentos nos niveis de Ca2*
culminam na contracao das CML [97]. No entanto, o efeito da NA nas artérias cerebrais
nao se resume apenas a uma acao vasoconstritora. Estudos indicam que as artérias
cerebrais expressam também recetores adrenérgicos 1 que, quando ativados, induzem
relaxamento através de fenomenos associados aos canais de potéassio [99]. Estes recetores
estdo acoplados a proteinas Gs responsaveis pela ativacdo da adenilato ciclase,
controlando assim o vasorelaxamento [100]. Assim, os nossos dados corroboraram os
trabalhos anteriormente mencionados, uma vez que, aquando da adi¢do de NA, as CML
expostas a meios condicionados por co-culturas N-G, sem incubac¢do com AR e ndo
sujeitas a ambiente isquémico, produziram uma resposta contrictil. Deste modo, os

fatores libertados para o meio, por parte das co-culturas de neurdnios e astrocitos, quando
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sujeitos as condigOes referidas anteriormente, nao comprometeram a expressao ou a
atividade dos recetores adrenérgicos nas CML. Tais resultados vao ao encontro de outros
previamente publicados por Mariana e colaboradores [22]. No que diz respeito as co-
culturas N-G incubadas com AR e ndo sujeitas a ambiente isquémico, o meio de
reperfusdo condicionado pelas mesmas diminuiu ligeiramente a resposta contractil das
CML, existindo uma diminuicao significativa na sua resposta ao agente contractil aquando
da incubacdo das co-culturas com as concentracoes de 0,1 uM e 10 uM de AR. Assim, a
incubacdo com AR aparenta diminuir a expressao, ou reduzir a atividade dos recetores ai-
adrenérgicos nas CML, conduzindo desta forma a uma reducdo na percentagem de

contracao das mesmas.

Posteriormente foi avaliada a resposta das CML ao mesmo agente contractil, aquando da
exposicao destas células a meios condicionados por co-culturas N-G submetidas a
ambiente isquémico. Tendo em consideracao que essas culturas foram submetidas a 4
horas de OGD, seria espectavel que existisse um aumento da resposta contractil das CML,
quando expostas aos meios condicionados pelas referidas co-culturas. Ao invés do
esperado, a resposta contractil destas células foi significativamente inferior, quando
comparada com a resposta das mesmas apOs exposi¢do a meios condicionados por co-
culturas N-G ndo sujeitas a ambiente isquémico. Tais resultados contrariam dados
publicados anteriormente, onde foi descrito que o ambiente isquémico promoveu a um
aumento da resposta contractil por parte das CML [22, 101]. Um estudo realizado por
Monge e colaboradores demonstrou que a oclusao da ACM em caprinos, durante 120
minutos e posterior reperfusao por um periodo de 60 minutos, potenciou a resposta
contractil destas artérias a NA, através do aumento da expressao de recetores a-
adrenérgicos, bem como do aumento da expressao de prostaciclinas 12 (PGI2) [101]. Deste
modo, tais diferencas sugerem que os fatores libertados pelas co-culturas de neurénios e
astrocitos, quando sujeitos a isquemia e posterior reperfusdo, aparentam regular
negativamente a expressao de recetores a-adrenérgicos por parte das CML, diminuindo a
sua resposta contractil. No entanto é necessario ter em consideracao as diferencas no que
diz respeito aos tempos de exposicao destas células a OGD e reperfusao. Assim, a avaliacao
da expressao destes recetores em CML expostas a meios condicionados por co-culturas N-
G sujeitas e nao sujeitas a OGD podera ser elucidativa. Perante condicoes semelhantes, a
incubacdo com AR das co-culturas N-G com as concentracoes de 1 uM, 5 uM e 10 uM
inibiu a resposta contractil das CML ap6s a adicao de NA. A incubacao das co-culturas de
neurdnios e astrocitos com AR aparentou promover a libertacio de mediadores que
condicionaram a atividade dos recetores a-adrenérgicos ou diminuiram

consideravelmente a sua expressao. Tal facto, produziu, nao s6 uma supressao da resposta
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contractil, como também um ligeiro relaxamento das CML. Deste modo, e tal como
referido anteriormente, avaliagdo da expressao e atividade dos recetores envolvidos na
acao da NA sera um fator de analise importante para compreender de que forma a acao do

AR altera a resposta das CML.

Como referido anteriormente, as CML sdo as principais reguladoras do fluxo sanguineo.
Assim, estas células apresentam a capacidade de contrair e relaxar, por forma a controlar
eficazmente o tonus vascular [13]. Deste modo, ap6s a avaliacdo da resposta contractil, foi
avaliada a capacidade das CML relaxarem quando expostas ao agente vasodilatador, SNP.
O SNP é um dador de ON, sendo que o aumento da sua concentracao intracelular promove
a ativacdo da guanilato ciclase solavel (sGC) e consequente aumento dos niveis de GMP
ciclico (cGMP) [102, 103]. Este conduz, posteriormente, a diminuicao da concentracao de
Ca2* intracelular, através da ativacao da ATPase no reticulo sarcoplasmatico, ou dos canais
de potassio [104]. No que concerne a adicdo de SNP as CML, quando previamente
expostas aos meios condicionados por co-culturas N-G sujeitas e ndo sujeitas a ambiente
isquémico seguidas de reperfusdo, os resultados evidenciaram que as mesmas
permaneceram vidveis e responsivas, uma vez que, apds exibirem uma resposta contractil
a NA, estas células foram capazes de relaxar, aquando da adicdo do agente vasodilatador.
No entanto, ao invés da resposta descrita anteriormente, a incubacdo das co-culturas N-G
com as diferentes concentracoes de AR, alterou a resposta das CML, inibindo o efeito
vasodilatador do SNP. Aquando da exposi¢ao das CML aos meios condicionados pelas co-
culturas N-G, incubadas com AR e nao sujeitas a ambiente isquémico, a libertacao de
fatores por parte destas co-culturas despoletou uma resposta contractil das CML, apos a
adicao do agente vasodilatador. No que diz respeito as co-culturas N-G incubadas com AR
e posteriormente submetidas a OGD, os meios de reperfusdo condicionados pelas co-
culturas mencionadas anteriormente reduziram o perfil contractil das CML, em resposta
ao SNP, quando comparadas com o comportamento das mesmas apds exposicio aos
meios condicionados por co-culturas incubadas com AR e nao sujeitas a ambiente
isquémico. No entanto, a incubacao destas co-culturas com 5 uM de AR, ao contrario das
restantes, nao desencadeou uma resposta contractil nas CML. A adicao de SNP a estas
células nao produziu efeito vasoativo sob as mesmas, tendo sido mantido o relaxamento
produzido pela adicao do agente contractil. Estes resultados sugerem que a incubacao com
AR alterou a libertacao de mediadores por parte das co-culturas de neurénios e astrocitos
para o meio de cultura, condicionando a resposta das CML a acao do SNP, possivelmente

através da inibicao da agdo do ON.

Diversos estudos reportam que a acao anti-inflamatéria levada a cabo pelo AR

desencadeia mecanismos que inibem a producao de ON quer diretamente [105], como
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também indiretamente, através da acdo de outros fatores induzidos pela acdo desta
molécula, nomeadamente em culturas de astrocitos [58, 59]. Deste modo, a avaliacao dos
niveis de cGMP e de fosfodiesterases nas CML, apds exposicao aos meios condicionados
pelas co-culturas incubadas com AR, podera ser elucidativa acerca de como o AR pode

modular a resposta das CML ao SNP.

Em suma, estes dados indicam que a incubac¢do com AR das co-culturas de neurénios e
astrocitos submetidas a OGD durante 4 horas impediu a resposta contractil das CML, na
presenca de um agente vasoconstritor, através dos fatores libertados para o meio pelas
referidas co-culturas. Deste modo, a inibicdo do perfil contractil das CML, possibilita a
prevencao da interrupcao do fluxo sanguineo, minimizando a morte celular inerente a
diminuicdo da perfusdo sanguinea. A concentracdo de 5 uM de AR apresentou os
resultados mais promissores, uma vez que as CML expostas aos meios condicionados
pelas co-culturas N-G dilataram, quando na presenca de um agente contractil, mantendo
de seguida o mesmo perfil, aquando da adicao do agente vasodilatador. Assim, estes dados
possibilitam deduzir que a utilizacdo profildtica de AR, nomeadamente numa
concentracdo 5 uM, apresenta potenciais beneficios terapéuticos aquando da ocorréncia

de um AVC, através do controlo dos niveis de reperfusao.
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6. Conclusao e Perspetivas Futuras

O AVC isquémico é uma das principais causas de morte e invalidez a nivel a global, pelo
que existe uma necessidade emergente de minimizar os danos causados pela perfusao
inadequada caracteristica deste evento. Assim, é crucial entender os mecanismos
associados a este tipo de lesao, bem como desenvolver novas opcoes preventivas e de
tratamento que incidam sobre a UNV, uma vez que a correta regulacdo do FSC s6 é
possivel devido a acdo coordenada das células da glia, das células vasculares e dos

neuronios.

Este trabalho demonstrou que a uso profilatico de AR, apresenta beneficios terapéuticos
na prevencao de lesdes decorrentes de um AVC isquémico. A utilizacao deste derivado da
vitamina A modulou o secretoma de neurdnios e astrocitos submetidos a ambiente
isquémico, com a concentracdo de 5 uL de AR a apresentar os resultados mais
promissores, promovendo o relaxamento das CML quando expostas ao agente contractil

utilizado, mantendo o mesmo perfil apos a adicao do agente vasodilatador.

No entanto sao necessarios mais estudos para confirmar o potencial do AR na prevencao
dos danos causados pela ocorréncia de um evento isquémico. A analise da expressao dos
recetores adrenérgicos, bem como da produciao de sGC, através de real-time PCR ou
Western Blot, podera ser importante para elucidar de que forma o secretoma de neuroénios
e astrdcitos, incubados com AR, altera o processo vasoativo das CML. Para um estudo
mais completo seria também interessante analisar o efeito dos agentes vasoativos sobre as
correntes mediadas pelos canais de célcio e potassio, através da técnica de Patch-Clamp,
com o intuito de corroborar os resultados obtidos neste trabalho. Além disso, a incubacao
de culturas de CE com AR e posterior avaliacdo do efeito vasoativo do seu secretoma em
CML seria interessante, de forma a elucidar sobre como estas células, na presenca de AR,

condicionam a resposta vasoativa das CML.
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