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palavras-chave

resumo

Estradiol, GDNF, substantia nigra, L-DOPA, H,0,, doenca de Parkinson, 6-
OHDA, neuroprotecgao.

O stress oxidativo ao nivel da via nigroestriatal € reconhecido como uma das
causas da degeneragdo dos neuronios dopaminérgicos da substantia nigra na
doenca de Parkinson (DP), sendo o efeito protector do estradiol
recorrentemente associado a protecgao contra o stress oxidativo. A ac¢ao
protectora do estradiol na via nigroestriatal pode ainda envolver outros efeitos,
tais como modulagado da expressao de factores neurotroficos cuja capacidade
de promover a sobrevivéncia neuronal € sobejamente conhecida. Neste
trabalho analisamos a regulacéo dos niveis do factor neurotroéfico derivado de
uma linha de células da glia (GDNF) pelo 17B3-estradiol na substantia nigra e
determinamos qual a contribuigao especifica deste efeito para a acgéo
neuroprotectora da hormona. Adicionalmente, estudamos a modulagéo do
efeito do 17B-estradiol na expressdo de GDNF por agentes oxidantes,
levodopa (L-DOPA) e H,0O,. Para determinar os niveis de GDNF procedemos a
analise de Western-Blot em extractos de células pds-natais de substantia nigra
em cultura apdés incubagéo com 173-estradiol. Realizamos estudos in vivo para
determinar de que forma o 17R-estradiol afecta a acgéo da toxina
dopaminérgica 6-hidroxidopamina (6-OHDA), quer ao nivel da viabilidade das
células dopaminérgicas, como ao nivel da expressao dos niveis de GDNF. Os
resultados obtidos permitiram concluir que, em células pds-natais de
substantia nigra em cultura, o 17[3-estradiol promoveu o incremento da
expressdo do GDNF pelos astrécitos, provavelmente via ligagao a receptores
membranares. Verificamos ainda que os efeitos do estradiol parecem ser
potenciados pela a exposi¢gao a L-DOPA e H,0,. In vivo, o estradiol protegeu
as células dopaminérgicas da substantia nigra da lesdo causada por 6-OHDA,
possivelmente através da estimulacéo da sintese de GDNF observada nestas
condigoes.



keywords

abstract

Estradiol, GDNF, substantia nigra, L-DOPA, H,0,, Parkinson disease, 6-
OHDA, neuroprotection, oxidative stress.

Estradiol is currently considered a neuroprotector agent of nigral dopaminergic
neurons. Oxidative stress in the nigrostriatal pathway has been associated with
the development of Parkinson disease and the protective effect of estradiol is
thought to be associated with a defence against oxidative stress. The
protection promoted by estradiol in nigrostriatal pathway may also be coupled
to the expression of neurotrophic factors, molecules recognized by its capability
to promote neuron survival. In this study we analysed how 17R-estradiol
regulates nigral glial cell line deriv GDNF levels and evaluated the contribution
of this effect to the neuroprotective action of this hormone. We also assessed
how levodopa (L-DOPA) and H,O, modulated the effect of estradiol on GDNF
expression.

Western-Blot analysis was used to determine GDNF levels in cultured
substantia nigra cells after incubation with 17R-estradiol. Using in vivo studies
we evaluated how 17R-estradiol affects the action of the dopaminergic toxin - 6-
hidroxydopamine (6-OHDA) on the dopaminergic cell viability and the
expression of GDNF. Taken together the results showed that, in cultured
postnatal substantia nigra cells, 173-estradiol promoted the increase of GDNF
expression by astrocytes through activation of putative membrane receptors.
Exposure to the oxidative agents L-DOPA and H,0, augmented the effect of
estradiol. In vivo, estradiol protected nigral dopaminergic cells from 6-OHDA
induced injury, possibly through stimulation of GDNF synthesis.
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Regulagao dos niveis de GDNF na SN pelo estradiol: contribuicdo para a neuroprotecgao

1. INTRODUCAO

O 17R-estradiol € uma hormona sexual que juntamente com a estrona formam o grupo dos
estrogénios. Para além de regular fungbes de reprodugdo o estradiol tem também efeitos
importantes nos 0ssos, no figado, nos vasos sanguineos e no cérebro. Tal como outras hormonas
esterdides, o estradiol deriva do colesterol e é sintetizado a partir da testosterona nas células
granulosas dos ovarios, nas artérias e no cérebro (Stryer, 1987) e interage com as células alvo
através do mecanismo classico ou genémico, que envolve receptores intracelulares (Evans et al.,
1998), ou através de mecanismos ndo gendmicos que dependem de receptores membranares. No
mecanismo de acgdo gendmico, o estradiol entra nas células e interage com o receptor intracelular
formando um complexo que interage com o DNA regulando a transcricdo génica (Evans et al.,
1998).

HO

Figura 1: Estrutura quimica do 17R-estradiol

Os receptores de estrogénios (RE) envolvidos nos mecanismos de acgdo do estradiol
podem ser do tipo a ou B, enquanto que os outros estrogénios apenas se ligam a um dos tipos de
RE (Harding et al., 2004).
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Regulagao dos niveis de GDNF na SN pelo estradiol: contribuicdo para a neuroprotecgao

1.1. 0 ESTRADIOL E A NEUROPROTECGAO

A acgdo protectora dos estrogénios foi demonstrada em situagdes de traumatismo e
isquémia, em doengas neurodegenerativas como a doenga de Parkinson (DP) e a doenga de
Alzheimer (DA) e na sobrevivéncia, maturagdo e funcionamento das células dopaminérgicas
mesencefalicas dos mamiferos (Cyr et al., 2002). Também em vérios estudos in vivo e in vitro foi
comprovada a acgado dos estrogénios contra varios agentes neurotoxicos (revisto por Kipp et al.,
2006).

Os efeitos dos estrogénios no cérebro foram referidos em inimeros estudos
epidemiolégicos e clinicos. No entanto, alguns estudos indicam que estes efeitos sé se observam
para altas concentragdes da hormona (na gama dos uM) (Cyr et al., 2002) ou em determinadas
fases de desenvolvimento cerebral. Os estrogénios podem ser neurotoxicos durante o
desenvolvimento cerebral e neuroprotectores durante o envelhecimento (Cyr et al., 2002).

A neuroprotecgao exercida pelo estradiol parece estar relacionada com a inibig&o do stress
oxidativo (Sawada et al., 1998), a regulagdo das células da glia (Liu et al., 2005), a inibigdo da
apoptose (Sawada et al., 2000) e a promogédo da produgédo de factores neurotroficos (revisto por
Kipp et al., 2006).

1.1.1. MECANISMOS QUE MEDEIAM A NEUROPROTECGCAO EXERCIDA PELO
ESTRADIOL

Os efeitos neuroprotectores do estradiol podem resultar da transcricdo de genes
importantes para a sobrevivéncia celular. Varios estudos demonstram que os estrogénios participam
na regulacdo do gene antiapoptético Bcl-2, de factores neurotréficos como o factor neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF), o factor de crescimento neuronal (NGF) e o factor neurotréfico
derivado de uma linha de células da glia (GDNF) (Singer et al., 1998; Dubal et al., 1999).

Foi também descrita a acgao do estradiol como antagonista de receptores de acido N-metil-
D-aspartico (NMDA), como antioxidante, e ao nivel da via de sinalizagdo das proteinas cinases
activadas por mitogénios (MAPK) e da cascata da cinase do inositol trifosfato (IP3K) (Wallace et al.,
2006).

2 Mestrado em Toxicologia — Universidade de Aveiro 2007




Regulagao dos niveis de GDNF na SN pelo estradiol: contribuicdo para a neuroprotecgao

Tanto o0s neur6nios ndo dopaminérgicos como 0s neurdnios dopaminérgicos da area
tegmental ventral (VTA) e da substantia nigra (SN) tém receptores de estrogénio (RE) intracelulares
(revisto por Kipp et al., 2006). Mas, para além destes RE, os neurdnios também tém receptores de
estradiol e de outros esterbides na membrana plasmatica que medeiam acgdes ndo genémicas que
envolvem cascatas intracelulares (Cyr et al., 2002; Inanova et al., 2002). Toran-Allerand et al. (2002)
demonstraram a existéncia de um RE diferente das formas a e B. Este receptor, situado na
membrana plasmatica de células SN4741 (linha celular de neurénios dopaminérgicos da SN), é
activado pelos dois isomeros de estradiol em concentragdes na ordem dos pM (Biewenga et al.,
2005). No entanto, apesar dos RE membranares serem geralmente considerados como activadores
de vias nao gendmicas, também & possivel que a ligagdo dos estrogénios a estes receptores inicie
uma cascata intracelular que envolva a interacgdo com o DNA (Blurton-Jones et al., 2004).

A capacidade do 17- estradiol modular a sobrevivéncia neuronal depende do RE presente
nessas células. A activagdo do REa induz neuroprotecgéo, enquanto que a activagdo do RER induz
apoptose. No entanto, nos neurdnios que expressam ambos os tipos de RE, o estradiol tem acc¢ao
neuroprotectora (revisto por Cyr et al., 2002). A anélise dos RE a e  presentes na SN indica que
apesar de existirem os dois receptores, o RER é mais abundante e 0 REa n&do existe na zona
reticulada da SN (Mitra et al., 2003). A indugdo de apoptose pelo estradiol através do RER requer a
expressao do ligando da proteina Fas o que faz com que as células onde estas proteinas néo séo
expressas ndo sofram de processos apoptéticos mediados pelo estradiol (revisto por Cyr et al.,
2002).

1.1.2. OESTRADIOL E ANEUROPROTECGAO NO MESENCEFALO

O estrogénio tem uma acgdo neuroprotectora mais acentuada no mesencéfalo, no cortex
cerebral e no hipocampo, embora também exerga essa ac¢édo noutras zonas do cérebro (Cyr et al.,
2002). Numerosas sdo as evidéncias da acgdo reguladora do 17R-estradiol em neurénios
dopaminérgicos no mesencéfalo, tanto em fases pré-natais como em fases pds-natais € mesmo
durante a idade adulta (revisto por Kipp et al., 2006).

No embrido, o0 estrogénio pode ser produzido tanto no mesencéfalo como no estriado. O
estrogénio sintetizado a nivel cerebral actua nessas zonas de forma mais eficaz que o estrogénio

sistémico. No entanto, a formagao de estrogénio no cérebro decai com a idade e quando o cérebro
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diminui a producdo de estrogénio, o estrogénio sistémico tem maior importancia a nivel cerebral
(revisto por Kipp et al., 2006).

Resultados obtidos com neurdnios dopaminérgicos em cultura mostraram que o estradiol
promove 0 aumento do nimero e do tamanho das neurites, alteragdes essas que parecem estar
associadas a formacdo de adenosina monofosfato ciclica (AMPc), activagao da proteina cinase A
(PKA) e fosforilagao de elementos de ligagéo responsivos a AMPc (CREB) (Beyer et al., 2000).

A sintese e a libertagdo de dopamina, a expressdo dos receptores de dopamina,
transportadores de dopamina (DAT) e a expressdo da catecol-O-metiltransferase (COMT — uma
enzima de metabolizagdo da dopamina presente na fenda sinaptica) sdo também regulados por
esterodides ovaricos (revisto por Cyr et al., 2002).

Ensaios efectuados em culturas de neurdnios dopaminérgicos neo-natais demonstraram
que por activacao dos receptores nucleares o estrogénio induz a sintese de dopamina ao aumentar
a expressdo de tirosina hidroxilase (TH) (lvanova et al., 2003). Outros estudos, realizados em
células do mesencéfalo, indicam que o estrogénio diminui os niveis de transportadores de dopamina
(DATSs) (revisto por Kipp et al., 2006). A indugdo da producéo de dopamina e a inibicdo do seu
metabolismo parecem contribuir para a formagéo e a estabilidade das sinapses e a iniciagédo da
transmissao dopaminérgica funcional (revisto por Kipp et al., 2006).

Estudos com ratos machos demonstraram que o 17R-estradiol reduz a perda de dopamina
estriatal promovida pela 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) — uma neurotoxina utilizada
em modelos de DP —, enquanto que o 17a-estradiol (um isémero inactivo de estradiol) ndo tem esse
efeito. Estas observagdes apoiam a participagdo dos RE intracelulares neste efeito do estradiol,
uma vez que s6 o 17R-estradiol tem actividade especifica intracelular (Biewenga et al., 2005).
Noutros estudos com ratos ovarectomizados o 17-R estradiol, mas néo o 17-a estradiol, induziu o
aumento da actividade da TH estriatal e a redugédo da actividade da COMT (revisto por Cyr etal.,
2002).

1.1.3. O ESTRADIOL E O CONTROLO DOS NIVEIS DE STRESS OXIDATIVO
O stress oxidativo pode ser causado por um desequilibrio entre a producdo de espécies

reactivas de oxigénio (ROS) e a capacidade dos sistemas bioldgicos impedirem a ac¢édo dessas

moléculas ou repararem os danos por elas causados. As ROS podem ser radicais livres ou
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perdxidos e causam alteragdes celulares ao nivel proteico, lipidico e do DNA. De entre as ROS que
mais afectam os neurénios, destacam-se o peroxido de hidrogénio (H202), o radical hidroxilo (OH) e
0 ido superdxido (O).

O stress oxidativo contribui para a morte de células dopaminérgicas em doengas
neurodegenerativas, mas os estudos clinicos baseados em estratégias antioxidantes s&o
geralmente inconclusivos. Numerosos estudos com diversos modelos experimentais, incluindo
culturas neuronais primarias, linhas celulares, explantes e estudos in vivo, indicam uma variedade
de mecanismos para explicar a neuroproteccdo exercida pelo 17R-estradiol contra o stress oxidativo
(Biewenga et al., 2005). Estudos in vitro com concentragdes de estrogénio na ordem dos uM, muito
superiores as encontradas no cérebro, resultam em efeitos ndo especificos do estradiol. A
protecgéo antioxidante exercida por concentragdes de estradiol na ordem dos pM tem sido atribuida
a rapida accdo do grupo hidroxilo do C3 do seu anel fendlico A na retencéo de radicais livres
(Wallace et al., 2006; Sawada et al., 1998).

Estudos efectuados por Sawada et al. (1998), em neurénios dopaminérgicos, demonstraram
que o estradiol suprimiu a peroxidagdo membranar induzida por ROS. Em ensaios que usaram
glutamato, anides superoxido e peréxido de hidrogénio como geradores de stress oxidativo
observou-se morte neuronal significativa, que foi reduzida pela presenga do 17-f estradiol. A
exposicdo ao glutamato resultou em morte tanto de neurénios dopaminérgicos como de neuronios
ndo dopaminérgicos e foi também prevenida pela pré-incubagcdo com 17-R estradiol. A
neurotoxicidade exercida pelo glutamato deve-se no facto da activagéo dos receptores NMDA pelo
glutamato aumentar a influxo de célcio e consequente comprometimento celular. A proteccéo
exercida pelo estradiol nesta forma de toxicidade néo foi atribuida a estrutura geral dos esteréides
(Sawada et al., 1998) mas sim apontada como sendo mediada por receptores NMDA (Sawada et
al., 1996a) em que o estradiol parece actuar como antagonista bloqueando a ligagao do glutamato e
impedindo 0 aumento do influxo do calcio (Sawada et al., 1998). Este mecanismo tdxico assiste-se
ao nivel dos neurdnios mesencefalicos (Sawada et al., 1996a) e o estradiol parece actuar também
como bloqueador dos canais de calcio, sendo este outro mecanismo de neuroprotecgado
(Mermelstein et al., 1996). Desta forma, verifica-se que 0 modo pelo qual a hormona protege as
células da toxicidade glutamatérgica ndo é mediada por receptores de estrogénios nem por
transcricdo genomica mas é resultado da redugao da produgéo de ROS (Sawada et al., 1998).

Na toxicidade exercida pelo glutamato, tanto o 17a-estradiol como o 17R-estradiol,

promovem a neuroprotec¢do. Contudo, apenas em neuronios dopaminérgicos se assiste ao efeito
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de ambas as moléculas. Neste caso a neuroprotecgdo do 17a-estradiol contra o glutamato é
atribuida a propriedades antioxidantes da hormona mediadas por receptores membranares. A
ligacdo ou ndo do 17a-estradiol aos neurénios sugere a existéncia de diferencas estruturais entre os
RE membranares dos neurénios dopaminérgicos e dos neurénios ndo dopaminérgicos. Evidéncias
experimentais sugerem que os receptores presentes nos neuronios dopaminérgicos possuem
afinidade para ambos os esteroisdémeros de estradiol, enquanto que o 17a-estradiol ndo se liga aos
receptores presentes em neurdnios ndo dopaminérgicos, conferindo neuroprotecgao selectivamente
nos neurénios dopaminérgicos (Sawada et al., 1998).

Estudos efectuados numa linha celular de neurénios dopaminérgicos da SN demonstraram
que tanto o 3- como o a-estradiol conferem protecgao contra o stress oxidativo induzido por H20; e
que este mecanismo ndo € mediado pela via classica dos receptores de estrogénios (Biewenga et
al., 2005).

Conhece-se o efeito neurotoxico de duas proteinas existentes no virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), a gp120 e a tat, que promovem a perda da fungao dos transportadores de dopamina
(DAT) com consequente diminuicdo da entrada de dopamina para as células que resulta em
deméncia e sintomas da DP (Wallace et al., 2006). Segundo Clark e Bessinger (1997), as mulheres
pds-menopausicas infectadas com HIV tém o risco de sofrer destes sintomas devido aos baixos
niveis de estrogénios dessa condigdo fisiologica. Esta ideia foi apoiada por estudos com 17R-
estradiol, que indicaram que este previne a morte neuronal induzida por uma protease produzida
pelo HIV-1 (Hawkins et al., 1999). A exposi¢do a 17R-estradiol € suficiente para reduzir o stress
oxidativo causado pelas gp 120 e tat em células SKNSH (linha celular de neuroblastoma humano).

Este efeito € rapido, o que sugere ndo ser mediado por receptores nucleares (Wallace et al., 2006).

1.1.4. O ESTRADIOL E AS CELULAS DA GLIA

A neuroprotec¢do exercida pelo estrogénio depende de interacgdes com neurdnios mas
também com outras células como os astrécitos e a microglia (revisto por Kipp et al., 2006). Os
estrogénios tém a capacidade de regular a expresséo e a fungéo dos transportadores de glutamato
nos astrocitos mesencefalicos. Deste modo podem controlar os niveis de glutamato extracelular e

consequentemente a excitotoxicidade (Voutsinos-Porche te al., 2003).
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A activagao glial observada no modelo do MPTP participa na cascata de eventos que
provocam a morte dos neurénios da SN. Estudos in vitro demonstram que os estrogénios s&o
capazes de modificar a expressdo de mediadores da inflamagéo, tais como as citocinas e as
quemocinas pela microglia e astrocitos (revisto por Morale et al., 2006). As citocinas tém um
importante papel na patologia da neurodegeneracdo e da neuroinflamagéo no sistema nervoso
central. No cérebro as citocinas sdo produzidas pelos astrdcitos e microglia, no entanto citocinas da
circulagdo periférica podem atingir o cérebro devido a fendmenos de infiltragdo imunoinflamatéria de
células T e macrofagos (revisto por Kipp et al., 2006).

A reacgéo glial observada em modelos de DP contribui para a degeneragdo dos neurdnios
dopaminérgicos. Os RE estdo presentes nas células da glia e sdo alvos da acg¢do dos estrogénios.
Por activagdo de ambos os RE a e B os estrogénios inibem a activagdo da microgila e
consequentemente exercem uma acgé@o neuroprotectora. O efeito através do RER, localizado no
citoplasma na microglia, sugere um possivel envolvimento de efeitos néo classicos dos estrogénios
na microglia (Liu et al., 2005).

Estudos in vivo demonstraram que os estrogénios atenuam a perda de neur6nios
dopaminérgicos da SN e de fibras dopaminérgicas estriatais induzida por MPTP e atenuam também
a activacdo glial induzida por esta toxina, sugerindo que o efeito neuroprotector dos estrogénios é
mediado por inibigdo da activagao da glia, apesar do efeito directo nos neurénios nao estar excluido
(Tripanichkul et al., 2006). Desta forma, é previsivel que outros tipos de células, diferentes dos
neurdnios, sejam intermediérias na neuroprotecgdo (Dhandapani et al., 2002). Os estrogénios s&o
ainda capazes de impedir a resposta inflamatéria e a activagdo da microglia induzida por

lipopolissacaridos (Vegeto et al., 2001).

1.1.5. 0 ESTRADIOL E A REGULAGAO DA APOPTOSE

A exposicao de culturas de neurénios mesencefalicos a L-butionina-(S,R)-sulfoximina (BSO)
ou a bleomicina sulfato (BLM) promove a clivagem do DNA, indicadora de apoptose (Gavrieli et al.,
1992; Saraste et al., 1999). A indugdo da apoptose pelo BSO é provocada pelo aumento de H0»
intracelular em resultado da diminuicdo da glutationa peroxidase. Um estudo efectuado por (Sawada

et al (2000) em neurdnios dopaminérgicos da SN demonstrou que o 17R-estradiol confere
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neuroprotecca@o contra a apoptose induzida por BSO e BLM, e que essa protec¢do ndo se deve a
estrutura geral dos esteroides.

A regulacdo da Bcl-2 tem um papel fundamental no processo anti-apoptético. Um estudo
efectuado com neurdnios mesencefalicos demonstrou que o GDNF participa na regulagéo da Bcl-2,
promovendo a neuroprotecgao contra a apoptose por BSO e BLM. A interacgao do estradiol com o
receptor desencadeia os seus efeitos através de elementos responsivos a estrogénios (ERE), que
se ligam ao DNA e alteram a transcricdo genética da AP-1. Desta forma o 17-B estradiol pode
exercer 0 seu efeito anti-apoptético através da activagdo de genes anti-apoptoticos ou através da
inibicdo de genes pro-apoptopticos. A inibigao da transcrigéo da AP-1 devida & activagdo da cinase
terminal Jun (UJNK) e da caspase 3 também & exercida pelo 17a-estradiol, um estereoisdmero sem
actividade hormonal. O 17a-estradiol pode activar o RE-R e causar a mesma resposta primaria que
o 17R-estradiol quando aplicado na dose apropriada mas continua a ndo exercer efeitos
neuroprotectores. Tal pode dever-se ndo a baixa afinidade para RE-B mas sim a resposta
secundaria da molécula (Sawada et al., 2000). A figura 2 esquematiza o efeito anti-apoptético do

estradiol na toxicidade induzida por BSO e BLM.
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Figura 2: Representacéo do efeito anti-apoptético do estradiol na toxicidade exercida por BSO e BLM (adaptado de
Sawada et al., 2000).
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O estrogénio protege os neurdnios da morte neuronal induzida por stress oxidativo e
consequente apoptose activada pela caspase 3. Esse efeito neuroprotector é mediado por
regulacdo de genes mitocondriais. Estudos efectuados em células de mesencéfalo de ratos
embrionarios demonstraram que essa neuroprotecgao envolve diversas vias de transducéo de sinal

que tém como alvo a mitocdndria (Beyer et al., 2003).

1.1.6. O ESTRADIOL E OS FACTORES NEUROTROFICOS

A descoberta do factor de crescimento neuronal (NGF) representou a ponto de partida para
a descoberta dos muitos factores neurotréficos que actualmente se conhecem (tabela 1). Os
factores neurotréficos sdo proteinas com capacidade de regular a sobrevivéncia e a diferenciagao
dos neurdnios, o desenvolvimento do sistema nervoso, a plasticidade do sistema nervoso adulto e a
manuten¢do da sua integridade estrutural. As neurotrofinas incluem o factor de crescimento
neuronal (NFG), o factor neurotréfico derivado de cérebro (BDNF), a neurotrofina 3 (NT3), a NT4/5 e
a NT6, que foram os primeiros factores neurotréficos a serem estudados. Nesses estudos verificou-
se que estas proteinas estimulavam receptores com actividade cinase relacionada com a
tropomiosina (TRK) e se ligavam a proteinas de ligagao de baixa afinidade como a p57 (revisto por
Hefti, 1997).

Superfamilia do NGF Familia do GDNF Superfamilia da Superfamilia dos factores
neurocina de crescimento ndo
neuronais
e  Factor de crescimento e  Factor neurotréfico e Factor neurotréfico e  Factor de crescimento
neuronal derivado de linha de ciliar (CNTF) dos fibroblastos 1 (FGF1)
e  Factor  neurotréfico células gliais (GDNF) e  Factor inibidor da e  Factor de crescimento
derivado do cérebro e Neurturina (NTN) leucemia (LIF) dos fibroblastos 2 (FGF2)
(BDNF) e Persefina (PSP) e Interleucina 6 (IL6) e Factor de crescimento da
e Neurotrofina 3 (NT3) e Artemina (art) e  Cardiotrofina 1 epiderme (EGF)
. Neurotrofina 4/5 (CT1) . Factor de crescimento da
(NT4/5) e Oncostatina M familia da insulina (IGF)
e Neurotrofina 6 (NT6) e  Proteina  morfogénica
6ssea (BMP)

Tabela 1: Esquema representativo dos factores neurotréficos e suas familias (adaptado de Siegel e Chauhan 2000).
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A acgdo dos factores neurotréficos na sobrevivéncia neuronal ocorre quer durante o
desenvolvimento quer ap6s lesdes cerebrais (Thoenen, H., 1995; Lindvall et al., 1994; Tucker et al.,
2001; Enokido et al., 1999; Vicario-Abejon et al., 1998). InUmeras evidéncias sugerem que
alteragdes na expressao de factores neurotréficos podem contribuir para a neurodegeneragéo. De
facto, neurdnios que ndo recebem factores neurotréficos em quantidades suficientes entram num

processo apoptético (Thoenen et al., 1987).
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Figura 3: llustragdo esquematica da cooperagdo entre diversas vias de sinalizagdo no desenvolvimento durante
diferentes fases de formagéo de neurdnios dopaminérgicos mesencefalicos de rato (adaptado de revis&o por Kipp et al.,
2006).

Estes péptidos difusiveis sdo produzidos por neurénios e células da glia e transportados
maioritariamente de forma retrégrada, (apesar de haver situagdes em que s&o transportados
anterogradamente) sinalizando outras células paracrinamente ou a prdpria célula de modo autécrino
(Kandel et al., 2003).

Os factores neurotréficos e 0 estrogénio sdo essenciais na regulagdo do desenvolvimento e
funcdo dos neurdnios dopaminérgicos mesencefalicos. As interacgdes entre o estrogénios e os
factores de crescimento regulam a sintese de proteinas necessarias a diferenciacéo, sobrevivéncia
e manutengao das fungdes destas células.

Duas classes de factores neurotréficos (neurotrofinas e proteinas da familia TGF-3)
exercem um papel importante no desenvolvimento dos neurdnios dopaminérgicos e na manutengao
das suas propriedades funcionais (revisto por Kipp et al., 2006). Por outro lado, os estrogénios
influenciam a expressdo dos receptores de factores neurotréficos, nomeadamente o receptor trkA
do NGF e o trkB do BDNF (Sohrabji et al., 1994; Jezierski et al., 2000).
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1.1.6.1. O BDNF

E sabido que o estradiol induz a producdo de BDNF no cérebro, nomeadamente no bulbo
olfactivo e no cortex cerebral. No que diz respeito ao mesencéfalo as primeiras evidéncias das
interacgdes entre o estradiol e as neurotrofinas surgiram quando se verificou que o BDNF, a enzima
aromatase (que converte a testosterona em 173-estradiol) e os RE nucleares eram expressos nas
mesmas células. No mesencéfalo o 17R-estradiol induz o aumento da expressdo de BDNF por
mecanismos nao gendmicos. Este aumento de BDNF parece proteger os neurdnios dopaminérgicos
da SN da morte celular (revisto por Kipp et al., 2006).

Varios estudos demonstraram que a estabilidade de culturas neuronais derivadas de
estadios iniciais da neurogénese é mantida pelo BDNF, enquanto que neuronios mais velhos
requerem NGF para sobreviverem. O BDNF foi também indicado como indutor da formagéo de
sinapses excitatorias e inibitorias em células de hipocampo embrionario, provando assim ser
essencial durante o desenvolvimento (Thoenen, H., 1995; Lindvall et al., 1994; Tucker et al., 2001;
Enokido et al., 1999; Vicario-Abejon et al., 1998). A reposigéo de estrogénios apds gonadectomia
aumenta a expressdo do BDNF no hipocampo de ratos recém-nascidos, o que indica que durante o
desenvolvimento os estrogénios podem influenciar a diferenciagcdo neuronal através da regulagao
do BDNF (Solum et al., 2002).

A interaccdo directa entre os RE, principalmente o REa e o BDNF ocorre nas células
piramidais. No entanto, nos neurdnios GABérgicos corticais essa ac¢do nao é directa tendo como
intermediario a fosforilagdo de CREB (Blurton-Jones et al., 2004; Panickar et al., 1997). Os RE de
neuronios GABAérgicos corticais reduzem a actividade GABAérgica local e ao mesmo tempo
estimulam a producdo de BDNF. Estudos in vitro mostraram também uma interacg@o entre
estrogénios, GABA e BDNF em culturas de hipocampo, 0 que sugere que os RE no hipocampo
influenciam directamente as células GABAérgicas e indirectamente a expressdo de BDNF através
da via ndo classica dos receptores (Murphy et al., 1998). A co-localizagdo dos RE com os
receptores de alguns factores neurotréficos no prosencéfalo sugere ainda uma ligagéo entre os
estrogénios e os factores neurotroficos. Esta hipdtese € também apoiada pelo aumento da
expressao de RE apos estimulagdo da transcricdo do gene do BDNF, o que evidencia a relagao
directa entre os estrogénios e o BDNF. Existem no entanto estudos que indicam um baixo nivel de
co-localizagao entre os RE € o BDNF em locais como o hipotalamo, 0 neo-cortex adulto, o

hipocampo dorsal e a amigdala. Contrariamente, no hipocampo de mamiferos adultos, os
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estrogénios aumentam significativamente os niveis de BDNF (Toran-Allerand, C. D., 1984; Sohrabji
et al., 1995; Jezierski et al., 2000; Gibbs, R. B., 1999; Liu et al., 2001b; Pan et al., 1999).

1.1.6.2. O GDNF

O GDNF (figura 4) foi isolado e purificado a partir do meio condicionado de uma cultura de
células da glia de rato da linhagem B49 (Lin et al., 1993). Trata-se de uma proteina homodimérica,
heterogeneamente glicosilada e com massa molecular entre os 33 e 45 KDa (Lin et al., 1994), que
pode ser expressa em astrocitos (Schaar et al., 1993) e em neurdnios (Schmidt-Kastner et al.,
1994). O GDNF esta presente em varios sistemas neuronais, e essa localizagdo depende da
actividade local e do estadio de desenvolvimento do individuo (Del Fiacco et al., 2002). Ha niveis
detectaveis de GDNF no talamo, hipocampo, cerebelo, cértex, medula espinhal e SN entre outros
locais do sistema nervoso (Choi-Lundberg et al., 1995; Del Fiacco et al., 2002). No entanto, a
expressao do GDNF nao esté limitada ao sistema nervoso mas ocorre noutros 6rgaos como os rins,
pulmdes, gdénadas, intestinos, 0sso, figado, coragdo, musculos esqueléticos e glandulas supra-
renais (Trupp et al., 1995)

No que se refere a via nigroestriatal, o GDNF é transportado retrogradamente para os
neurdnios dopaminérgicos da SN a partir do estriado e tal facto é corroborado pela existéncia de
receptores do GDNF na SN. No entanto, a SN também expressa niveis significativos de GDNF. A
populacdo neuronal dopaminérgica da SN parece ser regulada por interac¢des com o estriado, pois
a disrupcdo das interacgdes nigroestriatais por lesdo no estriado induz a morte apoptética nos

neurdnios dopaminérgicos (Tomac et al., 1995; Yu et al., 1998).
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Figura 4: Estrutura do factor neurotréfico derivado de uma linha de células da glia (GDNF) (adaptado de
http://en.wikipedia.org/wiki/GDNF).

As respostas celulares desencadeadas pelos membros da familia do GDNF s&o mediadas
por um receptor com actividade de tirosina cinase, codificado pelo proto-oncogene RET, e pelos
receptores o da familia do GDNF (GFRa). Segundo Airaksinen e Saarma (2002), um dimero de
GDNF liga-se ao GFRa1 monomérico ou dimérico. Por sua vez, o complexo formado interage com
duas moléculas de RET, fosforilando residuos de tirosina especificos e desencadeando a
sinalizagdo intracelular. Entre as vias que podem ser activadas a partir desta fosforilagdo
encontram-se as vias da cinase regulada por sinalizagdo extracelular (ERK), da proteina cinase
activada por mitogénios (MAPK), da cinase do inositol trifosfato (IP3K), da proteina cinase B (PCB),
da proteina inibidora da apoptose neuronal (NAIP) e da proteina inibidora da apoptose ligada ao
cromossoma X (XIAP). A activagdo destas vias tem como resultado final o aumento da
sobrevivéncia e da proliferagao celular (figura 5) (Takahashi et al., 2001).

Em culturas estriatais de células embrionérias, o0 GDNF activa as vias p42/p44 MAPK mas
nao o IP3K, promovendo principalmente a diferenciagdo neuronal de neurénios GABAérgicos sem
afectar a sobrevivéncia e maturagdo de outros neuronios (Garcia-Martinez et al., 2006).

Apesar das vias de sinalizagdo intracelular acima descritas terem sido as mais estudadas,
ensaios in vitro sugerem que 0 GDNF pode desencadear sinalizagdo intracelular independente do
receptor RET, através da molécula de adesé@o das células neuronais (NCAM) (Paratcha et al.,

2003). Outros autores também sugerem o GFRa2 como receptor do GDNF (Bennett et al., 1998).
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Figura 5: Vias de sinalizag&o intracelular mediadas pela activagdo do RET apés ligagdo ao complexo GDNF-GFRa1
(adaptado de Takahashi et al., 2001).

O GDNF caracteriza-se pela capacidade de aumentar o comprimento dos prolongamentos,
o tamanho celular e o numero dos neur6nios dopaminérgicos, exercendo efeitos potentes no
desenvolvimento dos neurdnios embrionarios in vitro (Lin et al., 1993). Este factor neurotréfico
desempenha ainda um papel crucial na manutengdo da funcdo e sobrevivéncia de neurdnios
dopaminérgicos in vivo, quer no cérebro intacto quer apés lesé@o nigroestriatal (Granholm et al.,
1997).

O GDNF parece ser o factor neurotréfico mais potente na protec¢do dos neurdnios
dopaminérgicos contra a degeneragéo induzida por vérias toxinas, assegurando a sobrevivéncia
destes neurdnios em modelos animais de DP, como a degeneragao induzida por MPTP ou 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) em ratos e macacos (Rosenblad et al., 1998). O GDNF modula o
processo natural de morte apoptética em fases precoces do desenvolvimento de neurdnios
dopaminérgicos da SN (Kholodilov et al., 2004). Porém, um outro estudo efectuado com ratos
knockout para GDNF e GFRa1 demonstrou que o GDNF n&o é um factor tréfico essencial em fases
iniciais do desenvolvimento dos neurénios dopaminérgicos (Cacalano et al., 1998).

Estudos efectuados em culturas embrionarias de mesencéfalo ventral mostraram que o
GDNF favorece a sobrevivéncia de neuronios dopaminérgicos sem afectar os astrdcitos. No entanto
0 GDNF parece ser produzido pelas duas populagdes celulares (Saavedra et al., 2006; Wood et al.,
2005).

Ensaios efectuados em cultura de SN de ratos recém-nascidos demonstraram a relagéo
existente entre 0 GDNF e a proteina heme-oxigenase 1 (HO-1). O GDNF inibe a produgédo da HO-1,

mantendo a sua expressdo a niveis protectores (Saavedra et al., 2005). Visto tratar-se de uma
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proteina que protege as células do stress oxidativo € essencial o controlo da sua expressao. Em
excesso, como acontece em doentes com DP, promove a libertagéo do ferro do grupo heme e
aumenta os danos oxidativos nos neurdnios dopaminérgicos (Suttner et al., 1999). Os baixos niveis
de GDNF em doentes com DP (Chauhan et al., 2001) podem ser uma causa do aumento na
expressao de HO-1 e também da consequente neurodegeneragéo.

O GDNF também exerce uma potente acgao protectora em neurénios motores e neurdnios
centrais noradrenérgicos (Arenas et al., 1995).

A estimulagdo da producgéo de dois transportadores de glutamato dependente de GDNF
esta descrita em estudos com culturas de hipocampo e parece estar implicada na regulagdo da
morte celular pela privagdo de glicose e oxigénio (revisto por Kipp et al., 2006). Por outro lado, o
GDNF esta ainda envolvido na regulagdo da producdo e armazenamento de citocinas noutros
tecidos (revisto pr Kipp at al., 2006), embora ndo se possa esquecer que também a resposta
inflamatéria e 0 aumento de citocinas estimulam a expressdo de GDNF. As citocinas podem ter dois
papéis distintos no mesencéfalo. Quando libertadas pelos astrocitos regulam a diferenciagao das
células progenitoras mesencefalicas em neurénios dopaminérgicos, no entanto também tém o papel
pré-inflamatério nomeadamente quando libertadas pela microglia activada (revisto por Kipp et al.,
2006; Platania et al., 2005).

Estudos efectuados em culturas primérias de microglia de rato e em linhas celulares
revelaram que o GDNF tem um papel modulador das actividades microgliais para além da sua ja
conhecida acgao nos neurdnios. Este factor neurotréfico estimula a produgdo do NO e de moléculas
de ades&o e aumenta a capacidade fagocitica da microglia, assim como a actividade da superéxido
dismutase (SOD) microglial, activando o sistema antioxidante enddgeno da microglia. A actividade
microglial parece ser regulada pelo GDNF através da activagao da via ERK-MAPK (Chang et al.,
2006).

A forte actividade dopaminotréfica do GDNF faz com que se aponte a sua inclusdo como
terapia alternativa e/ou complementar para L-DOPA em doentes com DP (Del Fiacco et al., 2002).
Uma vez que o GDNF ndo atravessa a barreira hematoencefalica, as estratégias terapéuticas
desenvolvidas baseiam-se na libertagdo local, implantagéo de células encapsuladas em polimeros,
terapia génica mediada por virus e utilizacdo de células estaminais neuronais. Contudo, os
resultados obtidos até ao momento s&o pouco satisfatérios (Gash et al., 1996; Eslamboli et al.,

2005). Outra abordagem possivel para elevar os niveis de GDNF consiste em aumentar os seus
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niveis endogenos. Para que possam ser desenvolvidas estratégias nesse sentido, torna-se
essencial conhecer a forma como a sintese e secre¢éo deste factor neurotréfico séo reguladas.
Umas das moléculas que se pensa estar envolvida no mecanismo de regulagao deste factor

neurotréfico é o estradiol, cuja interacgdo com o GDNF seré estudada neste trabalho.

1.1.6.2.1 O GDNF E O ESTRADIOL

A regulagdo do GDNF pelo estradiol € ainda pouco clara. Estudos efectuados com células
C6 de glioma de rato mostraram que o tamoxifeno (um modulador selectivo de receptores de
estrogénio (SERM)) nao afecta a expressdo de GDNF (Kim et al., 2005). Por outro lado, o pré-
tratamento com 173-estradiol reverte a toxicidade induzida por acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropiénico (AMPA) em cultura de neurénios motores, sendo este efeito protector do
estrogénio mediado pela regulagéo de libertagdo do GDNF por astrécitos da medula espinhal. Mais
ainda, em neurdnios motores, a adi¢do de anticorpos anti-GDNF inibe completamente o efeito
protector do estrogénio, uma resposta que parece envolver RE nucleares (revisto por Kipp et al.,
2006).

A estimulacdo da expressdo de GDNF dependente de estrogénio também tem sido
estudada no mesencéfalo, onde se observa a existéncia de efeito protector contra a DP. Este efeito
parece estar relacionado com a via ndo classica da acgdo estrogénica e ndo ter relagdo com a
regulacéo directa da transcri¢éo (revisto por Kipp et al., 2006).

No hipotalamo neonatal de rato, observou-se a estimulagéo da sintese de GDNF por acgéo
do estrogénio. Este efeito de aumento da produg@o de GDNF é restrito aos neurdnios, mediado por
canais de calcio e pela proteina cinase A, ndo envolvendo os RE nucleares (Ivanova et al., 2002).

Estudos em culturas embrionarias de neurénios e de astrécitos de mesencéfalo neo-natal
indicaram que o estrogénio induz a transcrigdo de GDNF unicamente em astrocitos e ndo em
neurénios. Este efeito ndo é mediado por RE nucleares, mas sim por canais de calcio e pela
activagdo da MAPK. O tratamento com 17pB-estradiol causa uma resposta dependente da
concentragédo que é maxima a 10 nM, esteroiespecifica, rapida (em 5 minutos) e transitéria (Ivanova
et al., 2001). Kipp et al (2006) propuseram que uma subpopulacdo de astrcitos mesencefalicos
expressa REa membranares, que estimulam a via das MAPK em resposta a ligagao de estradiol. A

activagédo desta via faz com que o modulador do receptor de estrogénios de acgdo ndo genémica
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(MNAR), uma proteina envolvida no efeito néo classico do estrogénio e existente nos astrécitos do
mesencéfalo embrionério, se ligue ao REa. membranar, estimulando a expresséo e a libertagdo de
GDNF pelos astrocitos (figura 6). O GDNF, por sua vez, vai estimular os astrocitos vizinhos a
produzir transportadores de glutamato, que contribuem directamente para a neuroprotecgéo das

células dopaminérgicas da toxicidade induzida pelo glutamato (revisto por Kipp et al., 2006).
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Figura 6: Esquematizacdo da interaccéo do estrogénio e GDNF com os neurdnios dopaminérgicos durante fases de
desenvolvimento (adaptado de revis&o por Kipp et al., 2006).

1.1.6.2.2. O GDNF, O H.02 E A L-DOPA

Brikmayer e Horynekiewicz (2006) demonstraram que a administragdo intravenosa de L-
DOPA, o percursor da dopamina, reverte significativamente os sintomas da DP, apesar dos efeitos
serem breves. Posteriomente Cotzias (1969) demonstrou que o aumento gradual da administragao
oral de L-DOPA é acompanhado de beneficios continuos e significativos. Ainda hoje se utiliza este
farmaco como terapia na DP (Kandel et al., 2003).

O normal metabolismo da dopamina produz H202, que pode gerar ROS. O incremento dos
niveis de dopamina resultante da terapia com L-DOPA é, provavelmente, mais uma forma de
aumentar os niveis de stress oxidativo nas células dopaminérgicas. Sabe-se que a toxicidade
resultante da exposicdo de neurénios dopaminérgicos a H202 promove a libertagdo de mediadores

soluveis, que induzem a expressao de GDNF pelos astrocitos (Saavedra et al, 2006). Por outro lado,
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sabe-se que os efeitos tréficos da L-DOPA nos neurénios dopaminérgicos da SN sdo mediados, em
parte, pela regulacdo da expressdo do GDNF (Mena et al., 1997; Merrer et al., 1998). A L-DOPA e 0
H20,, em concentragdes na ordem dos uM, estimulam a produgdo de GDNF em culturas mistas de
SN mas ndo em culturas apenas de astrdcitos. Este facto sugere que os neurdnios tém um papel
importante na estimulagdo de GDNF. Os neurdnios podem regular essa produgdo por si sé ou
estimular as células gliais a produzir e libertar GDNF. Apesar da estimula¢éo da produgao de GDNF
ser efectuada tanto por H202 como por L-DOPA ela parece ser mediada por diferentes mecanismos
(Saavedra et al., 2006).

O GDNF é localmente expresso na SN e este efeito trofico perto do corpo do neurdnio é
importante quando ha degeneracdo dos terminais dopaminérgicos no estriado comprometendo a
transporte retrogrado do GDNF estriatal. Tanto em modelos experimentais de DP como na DP, a
perda intensiva de neurdnios dopaminérgicos estd associada a reac¢do gial causada
essencialmente por activagdo da microglia e, em menor escala por activagdo dos astrocitos. A
microglia activada liberta para o meio varias moléculas pré-inflamatorias e ROS. Esta resposta glial
sera 0 passo para os factores neurotréficos mediarem a neuroprotecgéo contra ROS (Teismann et
al., 2003). Zonas cerebrais com baixa densidade de células gliais tém uma maior perda de
neurdnios dopaminérgicos do que zonas de alta densidade. Pensa-se que é também por esta raz&o
que os neurdnios dopaminérgicos quando lesados enviam sinais aos astrocitos para sintetizar e
libertar GDNF. Por isso zonas com pouca glia terdo uma menor resposta e 0 mecanismo da sintese

e libertacdo de GDNF é menos eficaz.

1.2. ADOENGCA DE PARKINSON (DP)

A doenca de Parkinson (DP), descrita por James Parkinson em 1817, afecta cerca de 1 a
2% da populagdo europeia com mais de 65 anos. Os principais sintomas desta doenga incluem a
lentiddo dos movimentos esponténeos, acinésia, bradicinésia, rigidez muscular, tremor, confuséo,
postura flectida e auséncia de expressao facial. A DP foi a primeira patologia a ser demonstrada
como um disturbio cerebral resultante da deficiéncia de um Unico neurotransmissor — a dopamina.
Na década de 1950, Arvid Carlson mostrou que 80% da dopamina cerebral se localiza nos ganglios
da base. Posteriormente, Oleh Horynekiewicz mostrou que os cérebros de doentes com DP eram

deficitarios em dopamina no estriado, principalmente na zona do putamen. Na década de 1960,
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demonstrou-se que a DP era resultado da degeneragdo de neurdnios dopaminérgicos na SN pars
compacta, o que reduz severamente a libertagdo de dopamina no putamen (Kandel et al., 2003).

Ao nivel molecular, as amostras postmortem de neurénios dopaminérgicos nigroestriatais
de individuos com DP mostram inclusdes citoplasmaticas de proteinas intraneuronais (a-sinucleina

e ubiquitina) conhecidas por corpos de Lewy (revisto por Dauer et al., 2003)

1.2.1. O SISTEMA NIGROESTRIATAL

A dopamina € um neurotransmissor monoaminérgico sintetizado a partir da tirosina. A
enzima tirosina hidroxilase (TH) converte a tirosina em L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) e
posteriormente a DOPA descarboxilase converte a L-DOPA em dopamina. Nos neur6nios a
dopamina é armazenada em vesiculas sendo depois libertada quando a célula é estimulada. A
acumulagdo de dopamina no interior da vesicula é feita por um transportador da membrana
vesicular (VMAT). A dopamina libertada pode ser recaptada para o terminal nervoso através da
acgao de um transportador de alta afinidade presente na membrana pré-sinéptica (DAT) (figura 7)
(Kandel et al., 2003).
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Figura 7: Representagdo do metabolismo e transporte da dopamina (adaptado de Cooper et al., 1996).
Os neurodnios dopaminérgicos nédo se localizam uniformemente distribuidos pelo cérebro,

mas sim agrupados em 4 sistemas dopaminérgicos principais: a via nigroestriatal, a via

mesolimbica, a via mesocortical e a via do nucleo arcuado ou tuberoinfundibular (revisto por Kipp et
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al., 2006). Na via nigroestriatal o corpo celular dos neurénios dopaminérgicos situa-se na SN e os
axonios projectam-se para o estriado dorso-lateral, correspondente ao putamen-caudado nos
humanos (revisto por Kipp et al., 2006) (figura 8). Estes neurdnios regulam de uma forma geral a
integragdo motora, a fungdo hormonal neuroenddcrina, a actividade sexual, a cogni¢do, o

comportamento emocional e 0 sentido da recompensa (revisto por Kipp et al., 2006).
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Figura 8: Seccéo parassagital de embrido de rato onde esta evidenciada a escuro a via dopaminérgica nigroestriatal
(adaptado de Reisert, 1990).

Os ganglios da base (figura 9) consistem em 4 nucleos que participam no controlo dos
movimentos voluntarios. Recebem estimulos maioritariamente do cortex cerebral e do talamo e
enviam estimulos de novo para o cortex através do talamo e para o bulbo. Os ganglios da base séo
0 estriado (nucleo caudado e putamen), o globo palido, a SN (pars compacta e pars reticulata) e os
nucleos subtaldmicos. O estriado € o nulcleo que recebe mais estimulos do cortex cerebral, do
talamo e do bulbo e os seus neurdnios projectam-se para o globo palido e para a SN pars reticulata
(Kandel et al., 2003).

20 Mestrado em Toxicologia — Universidade de Aveiro 2007




Regulagao dos niveis de GDNF na SN pelo estradiol: contribuicdo para a neuroprotecgao

corex
ratar

hiclen
caudado

putarnen

dlako . B nicleos  BEEUe 0
palido subtalamicos

mezencefaln

SM pare compacta
S parz reticulata

Figura 9: Representac&o dos ganglios da base (adaptado de Kandel et al., 2003).

Existem duas vias estriatais que sdo afectadas de forma diferente pelas projecgdes
dopaminérgicas da SN pars compacta em virtude dos neuronios estriatais terem diferentes tipos de
receptores de dopamina. Os neurdnios estriatais implicados na via estriatal directa tém receptores
de dopamina D1, enquanto que os neurénios estriatais implicados na via indirecta tém receptores de
dopamina D2. Apesar das acgdes sinapticas serem diferentes, o efeito das duas vias € o mesmo:
reduzir a inibicdo dos neurdnios talamocorticais facilitando os movimentos iniciados no cortex. Desta
forma percebe-se como a deple¢édo de dopamina no estriado, caracteristica na DP, interfere com os
movimentos. Sem a acgdo dopaminérgica no estriado, a actividade nos outros nucleos basais
aumenta, o que promove a inibicdo dos neurdnios talamocorticais e dificulta a iniciagdo dos

movimentos (Kandel et al., 2003) (figura 10).
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Figura 10: Representagdo do que ocorre ao nivel dos génglios da base na DP devido & deplecdo de dopamina no
estriado (adaptado de Kandel et al., 2003).

1.2.2. CAUSAS DA DP

A perda de neurdnios dopaminérgicos da SN caracteristica da DP n&do tem uma causa
concreta e definida, tendo como causas gerais primarias factores genéticos e ambientais,
excitotoxicidade ou traumatismo cerebral (Bower et al., 2003) e como causas secundarias o stress
oxidativo, alteragbes metabdlicas e a apoptose despoletada pelo stress oxidativo (Wallace et al.,
2006; Sawada et al., 1998).

As raras formas hereditarias de DP derivam de mutagdes em pelo menos quatro genes,
incluindo o gene codificante da o-sinucleina (PARK1), da parquina (PARK2), da proteina DJ-1
(PARKT) e da proteina PTEN (PARKG6 ou PINK1) (Boss-Wetzel et al., 2004; Ross et al., 2004).

Como ja referido, a etiologia do Parkinson continua pouco clara, mas a componente
ambiental é claramente indicada como causa acidental. Certos estudos epidemiolégicos sugerem
uma correlagdo entre a exposi¢do a pesticidas e o aumento dos riscos desta doenca, que serd
maior se a exposicao for a mais do que um pesticida (Newhouse et al., 2004; Uversky et al., 2004).
Os inumeros estudos efectuados apontam como principais pesticidas envolvidos na DP o herbicida
paraquato (Manning-Bog et al., 2002), o fungicida manebe (Thiruchelvam et al., 2000), e os
insecticidas rotenona (Betarbet et al., 2000), dieldrine (Kitazawa et al., 2001) e lindano (Corrigan et

al., 2000), todos com grande capacidade para produzir ROS (Jenner et al., 1998). Estudos
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efectuados com doses sub-agudas do insecticida rotenona administradas a ratos resultaram em
alteragdes bioquimicas, anatomicas e comportamentais semelhantes as observadas na DP. A
rotenona induz a formagdo de depodsitos proteicos que resultam em corpos de Lewy e inibe o
complexo | mitocondrial nos neurdnios dopaminérgicos (Bossy-Wetzel et al., 2004).

O contacto acidental com 1-metil-4-pfenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina  (MPTP), um
contaminante de drogas de abuso € mais umas das possiveis causas da DP. O MPTP é
metabolizado pelos astrdcitos em 1-metil-4-fenilpiridina (MPP*) e posteriormente internalizado para
os neurénios dopaminergicos por DATs. Nos neurénios interage com a mitocondria, onde inibe o
complexo mitocondrial | e promove a producédo de ROS (Newhouse et al., 2004).

As duas principais hipbteses de causas secundérias para a perda neuronal selectiva na DP
sd0 a incorrecta conformacdo e agregagédo das proteinas nos neurénios dopaminérgicos da SN,
bem como a disfungdo mitocondrial € o consequente stress oxidativo (Cohen et al., 1984).

Alteragdes na homeostase dos metais pode também estar envolvida na etiologia da DP,
principalmente no que diz respeito ao ferro que existe em niveis elevados na SN. O anormal
metabolismo da ferritina neste local pode ser responsavel pela elevagao dos niveis de ferro que se
observa nesta zona. Sendo o ferro um catalisador da produgao do radical hidroxilo, um aumento nos
niveis deste metal vai favorecer o produgdo de ROS e de stress oxidativo (Bossy-Wetzel et al.,
2004).

A faléncia mitocondrial e a consequente deple¢do de ATP sdo uma forma comum dos
processos apoptéticos e necréticos. Como a fungdo mitocondrial representa um mecanismo que
estabiliza o metabolismo energético e defende as células da morte, uma disfungdo ao nivel da
integridade mitocondrial pode estar associada a DP. Estudos indicam que a perda selectiva da
actividade do complexo | mitocondrial na SN pode estar associada a DP (revisto por Kipp et al.,
2006).

A importancia da expressédo de DATs no desenvolvimento da DP é desconhecida, mas
sabe-se que o0s neurdnios dopaminérgicos da SN de individuos com DP expressam niveis mais
elevados de DATs do que individuos saudaveis. Os DATs para além de regularem as sinapses
dopaminérgicas também promovem a entrada de neurotoxinas estruturalmente semelhantes a
dopamina (Nass et al., 2003).

Pensa-se que 0s mecanismos responsaveis pela morte dos neuronios dopaminérgicos na
doenga de Parkinson podem ser tanto apoptoticos como necréticos. O mecanismo causador da

morte celular parece depender da toxina a qual as células ou os animais foram expostos.
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Maioritariamente, a dopamina e a 6-hidroxidopamina (6-OHDA) induzem apoptose, 0 MPP*/MPTP

induz necrose e 0 pesticida rotenona parece induzir ambas as vias (Lotharius et al., 1999).

1.2.3. APD E O STRESS OXIDATIVO

O normal metabolismo da dopamina por auto-oxidagéo resulta na produgdo de ROS,
nomeadamente peroxido de hidrogénio e radical superoxido. O peroxido de hidrogénio por si s6 ndo
é muito lesivo, mas pode ser facilmente convertido no radical hidroxilo pela reaccdo de Fenton-
Haber-Weiss catalisada por metais de transi¢cdo como o ferro e o cobre. O radical hidroxilo € muito
reactivo, podendo lesar acidos nucleicos e proteinas e iniciar a reacgéo de peroxidagéo lipidica, que
conduz a alteragdes na fluidez membranar. O superéxido pode reagir com o NO e promover a
formagéo do radical peroxinitrilo, que se pode decompor em radicais hidroxilo ou interagir com
grupos tiol e residuos de tirosina (Radi et al., 1991).

Existem nos sistemas biolégicos mecanismos de defesa antioxidantes, o que faz com que
as lesdes causadas pelas ROS sejam controladas. De entre os mecanismos de defesa
antioxidantes podem destacar-se 0s ndo enzimaticos (glutationa, vitamina C e vitamina E) e os
enzimaticos. A superdxido dismutase (SOD) acelera a conversdo do superoxido em H2O2, e as
enzimas catalase e glutationa peroxidase (GSH Px) convertem o H2O, em H.O (Buckman et al.,
1993; Makar et al., 1994).

O desequilibrio entre a ac¢do dos oxidantes e dos antioxidantes celulares, no sentido pro-
oxidante, define o stress oxidativo, que pode ser responsavel pelo aparecimento de varias doengas
neurodegenerativas, nomeadamente a DP. Neste contexto, a propria dopamina pode ser
considerada uma neurotoxina enddgena, devido @ morte selectiva dos neurdnios que produzem
dopamina. As duas enzimas antioxidantes acima referidas existem na SN e os seus niveis
diminuem com a idade, mas mais acentuadamente na DP. A diminui¢do dos niveis destas enzimas
possibilita a acumulagdo de ROS que resulta num aumento dos niveis de stress oxidativo e na
promogao da destruigdo das células dopaminérgicas (Nass et al., 2003).

Estudos postmortem em individuos com DP, mostraram existir um desequilibrio entre a
producdo de ROS e a sua eliminagédo. Na SN de individuos com DP observou-se um aumento dos
niveis de ferro, que como ja foi referido, catalisa a conversao do H.O, em radical hidroxilo, e ainda

uma diminuigao dos niveis de GSH (Nass et al., 2003).
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1.2.4. OS TRATAMENTOS PARA DP

Actualmente ndo existe cura para a DP, mas medicag¢do ou cirurgia podem reverter os
sintomas. O medicamento mais utilizado é a L-DOPA mas frequentemente sdo também usados
agonistas dos receptores de dopamina (bromocriptine, pergolida, pramipexole, etc.) e inibidores da
monoaminoxidase (MAO) (selegilina e rasagilina).

A L-DOPA é um aminoacido percursor da dopamina usada no tratamento sintomatico de
Parkinson desde héa cerca de 40 anos. Ao contrario da dopamina, a L-DOPA é capaz de atravessar
a barreira hematoencefalica, sendo posteriormente captada pelos neurdnios dopaminérgicos da SN
onde é convertida em dopamina. Apesar de ser esta a terapia mais utilizada no tratamento da DP, o
seu efeito vai decaindo apoés 4 a 5 anos de utilizagdo, devido a estimulagdo frequente dos
receptores dopaminérgicos com doses de dopamina superiores as fisiologicas (Nass et al., 2003).

Apesar da L-DOPA ser o tratamento sintomatico mais eficaz para casos de DP, existe
controversia sobre o seu papel na degeneragdo dos neuronios dopaminérgicos e na progressao da
doenga, pois a perda progressiva de neuronios continua a ocorrer mesmo com a terapéutica. De
facto, alguns estudos sugerem que a oxidagdo da L-DOPA através da via dopaminérgica causa
danos neuronais. Tal como a dopamina, a L-DOPA também pode ser tdxica para 0s neurénios,
estando demonstrada essa toxicidade em neurdnios dopaminérgicos em cultura. Pensa-se que essa
toxicidade é resultado da auto-oxidagdo da L-DOPA ao produzir H202, OH, Oz e quinonas (Boss-
Wetzel et al., 2004). Em contraste, estudos indicam que a L-DOPA n&o exerce toxicidade em
neuronios dopaminérgicos in vivo, pois o tratamento crénico com L-DOPA ndo afecta a
sobrevivéncia dos neurdnios dopaminérgicos da SN pars compacta em ratos normais (Hefti et al.,
1981), primatas (Zeng et al., 2001) e humanos (Quinn et al., 1986). No entanto, nestes estudos o0s
mecanismos de defesa oxidativa foram preservados e ndo existiam evidéncias de stress oxidativo
na SN. Esta situagdo pode ser diferente da que acontece na DP, onde ha evidéncias de dano
oxidativo a proteinas, lipidos e DNA, aumento da concentragdo de ferro, o qual promove reacgdes
oxidativas, e decréscimo de GSH, um importante antioxidante existente no cérebro (Perry et al.,
1982). O mecanismo de toxicidade da L-DOPA in vitro é atenuado pelas células da glia, porém os
neurénios dopaminérgicos nigroestriatais estdo normalmente rodeados por baixa densidade deste

tipo de células tornando-os mais susceptiveis a toxicidade da L-DOPA (Makar et al., 1994).

Mestrado em Toxicologia — Universidade de Aveiro 2007 25




Regulagao dos niveis de GDNF na SN pelo estradiol: contribuicdo para a neuroprotecgao

1.2.5. MODELOS EXPERIMENTAIS DE DP

Vérias neurotoxinas s&o utilizadas para induzir neurodegeneragdo dopaminérgica,
nomeadamente 6-OHDA, MPTP, paraquato e rotenona. Todas estas toxinas provocam a formagéo
de ROS. A rotenona e o MPTP tém a capacidade de inibir o complexo | mitocondrial e a exposi¢éo a

MPTP resulta claramente em Parkinsonismo (revisto por Dauer et al., 2003).

1.2.5.1. 6-OHDA

A lesdo com 6-OHDA da via nigroestriatal é utilizada como modelo para a DP, pois é um
metabolito endégeno e neurotdxico da dopamina que causa e/ou contribui para a doenca (revisto
por Nass et al., 2003). A 6-OHDA aumenta os niveis de H20. e ROS. Os ROS s&o produzidos pela
degradagdo nédo enzimatica da 6-OHDA e/ou da inibigdo directa dos complexos | e IV da cadeia
transportadora e electrdes da mitocdndria. A produgdo de ROS promove a peroxidagao lipidica, a
desnaturagdo proteica, e um decréscimo dos niveis de glutationa reduzida, marcas também
observadas em cérebros postmortem de pacientes com DP (revisto por Nass et al., 2003).

De entre os grupos de neurdnios dopaminérgicos do mesencéfalo vental, os neurdnios da
SN séo os mais sensiveis a 6-OHDA. Estudos indicam que essa especificidade se deve ao elevado
numero de DATs que a SN tem e a elevada afinidade que os transportadores tém para a 6-OHDA
(Nass, R. et al., 2003). Dentro dos neurénios, a 6-OHDA acumula-se no citosol e forma ROS e
quinonas que lesam grupos nucleofilicos (revisto por Dauer et al., 2003). Devido ao facto da 6-
OHDA ndo atravessar a barreira hematoencefélica, a sua administracdo in vivo tem se ser
efectuada através de injecgbes esterotaxicas locais. Quando a injecgéo é feita no estriado, a 6-
OHDA produz uma neurodegeneragao nigroestriatal retrégrada apds uma a trés semanas. Caso a
lesdo seja na SN, a neurodegeneragao inicia-se 24 horas apds a injeccédo (revisto por Dauer et al.,
2003).

26 Mestrado em Toxicologia — Universidade de Aveiro 2007




Regulagao dos niveis de GDNF na SN pelo estradiol: contribuicdo para a neuroprotecgao

1.2.5.2. PARAQUATO

Paraquato é a designagao para o herbicida N,N"-dimetil-4-4"-bipiridilo também utilizado em
modelos de DP. O paraquato tem uma estrutura similar ao MPP*, existe no ambiente e a sua
exposi¢do aumenta o risco de desenvolver DP (Liou et al., 1997). A toxicidade do paraquato esta
relacionada com a formagéo de radicais superdxido e a sua administragéo sistémica em ratos
resulta em neurodegeneragao dopaminérgica da SN acompanhada pela presenca de corpos de

Lewy nos neurdnios (revisto por Dauer et al., 2003).

1.2.5.3. ROTENONA

A Rotenona é o mais potente dos rotenoides, uma familia de citotdxicos naturais extraido de
plantas tropicais e usada como insecticida e piscicida. A rotenona é muito lipofilica e por isso atinge
facimente os organelos da célula, nomeadamente a mitocondria onde inibe o complexo |. A
administragao intravenosa de baixas doses de rotenona em ratos provocou a degeneragao selectiva
de neurénios dopaminérgicos nigroestriatais acompanhada de inclusdes de corpos de Lewy (revisto
por Dauer et al., 2003). Experiéncias em linhas celulares de neurdnios dopaminérgicos humanos
demonstraram que a morte dos neurénios pela rotenona envolve a apoptose mediada por p38, JNK
e MAPK (Newhouse et al., 2004).

1.2.5.4. MPTP

A exposi¢ao humana a MPTP, um contaminante existente em drogas de abuso, resulta em
estados avangados de DP (Kandel et al, 2003). Em 1982, um individuo desenvolveu de forma rapida
uma sindrome parkinsénica ao injectar de forma intravenosa uma preparagdo com MPTP, um
analogo ao narcético meperidina. Em humanos e macacos, o0 MPTP produz uma sindrome
parkinsonica irreversivel e severa caracterizada pelos sintomas e sinais da DP. Macacos tratados

com doses reduzidas de MPTP exibem preferencialmente degeneragdo nos terminais nervosos
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dopaminérgicos no estriado. Da mesma forma, o MPTP lesa as vias dopaminérgicas de uma forma
similar ao ocorrido na DP, incluindo uma perda massiva de células na zona ventral e lateral da SN
pars compacta. Os neurénios dopaminérgicos que contém neuromelanina e presentes em grande
quantidade na SN sdo mais susceptiveis a degeneracdo induzida por MPTP. A neuromelanina
contribui para a neurodegeneragé@o que existe na DP e para a toxicidade induzida com MPTP, por
catalizar a formagao de ROS através da interacgé@o do ferro que existe na neuromelanina (revisto
por Dauer et al., 2003).

A descoberta dos efeitos da exposicdo a MPTP indicou que toxinas exdgenas podem estar
associadas a DP e o0 seu uso em primatas ndo humanos permitiu desenvolver um modelo da DP.
(Kandel et al., 2003).

1.3. O ESTRADIOL E ADP

Diversas evidéncias apontam para a hipotese de os estrogénios conferirem beneficios
contra a DP devido ao seu conhecido efeito antioxidante e estudos efectuados em primatas
confirmaram que os estrogénios s@o essenciais para a manutengdo dos neurénios nigroestriatais
(Cyr et al., 2002). Na maioria, mas ndo em todos os estudos epidemioldgicos, a DP afecta um maior
numero de homens do que de mulheres (Biewenga et al., 2005; Wallace et al., 2006; Sawada et al.,
1998), a progressao da doenga é mais rapida em homens e a terapia classica com L-DOPA é
também menos eficaz nos homens. O motivo desta diferenca entre ambos os géneros é
desconhecido mas pensa-se que 0s estrogénios estejam envolvidos (Green et al., 1997; Cyr et al.,
2002). Esta ideia foi sugerida por experiéncias onde, utilizando ratinhos machos, os estrogénios
reduziram significativamente a perda de neuronios dopaminérgicos causada por MPTP e
metanfetaminas (Cyr et al., 2002; Biewenga et al., 2005). Experiéncias com ratas saudaveis
demonstraram que estas tém uma maior densidade de células dopaminérgicas que machos ou
fémeas ovariectomizadas e que o estradiol quando rapidamente reposto, consegue prevenir a perda
neuronal causada pela ovariectomia (Cyr et al., 2002).

Os estrogénios tém mostrado modular os sintomas de DP e a discinésia induzida por L-
DOPA. Estudos baseados nos efeitos da terapia com L-DOPA em doentes com DP, submetidos
simultaneamente a terapia estrogénica, indicam que estes suportam muito melhor os efeitos anti-

dopaminérgicos da doenga. Outros estudos sugerem que a terapia estrogénica tem maiores
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beneficios, nomeadamente na evolugdo da deméncia, em mulheres com DP recente e antes de
iniciarem a terapia com L-DOPA (Cyr et al., 2002). Estes factos levam a pensar na utilizagéo de
compostos com actividade estrogénica cerebral como potenciais terapias neuroprotectoras. Devido
ao facto do 17R-estradiol conferir neuroprotecgao através de varios mecanismos, € importante
determinar quais as substancias que mimetizam e inibem os seus efeitos, nomeadamente nos
neurdnios da SN implicados na DP (Biewenga et al., 2005).

Apesar dos estudos da neuroprotecgao exercida pelo 17R-estradiol serem controversos, é
apontada muitas vezes a terapia estrogénica de substituicdo para as doengas neurodegenerativas.
No entanto, esta terapia ndo pode ser utilizada em doentes homens devido aos indesejados efeitos
secundarios. Por isso € importante conhecer formas de modular as respostas obtidas com os
estrogénios para utilizar moléculas que alterem vias especificas sem induzir respostas nao

desejadas.

1.4. MODELO EXPERIMENTAL

A capacidade do estradiol impedir a neurodegeneragao esta bem documentada em estudos
recentes que sugerem que os factores neurotréficos contribuem para esse efeito (Behl et al., 2002).
No presente trabalho foram utilizados dois modelos experimentais. Um dos modelos utilizou animais
vivos onde se estudou o efeito de estradiol numa lesao cerebral, e 0 outro utilizou culturas celulares
primarias de animais da mesma espécie aos utilizados no modelo in vivo onde se verificou o efeito

da pré-incubagao das culturas com estradiol em estimulos posteriores.

1.4.1. ESTUDOS IN VITRO

As culturas de células animais apresentam algumas vantagens em relagdo aos modelos
animais e estudos humanos. Assim, nessas condigdes, ha maior possibilidade de controlar as
condi¢des experimentais, 0 que facilita a interpretagcdo dos resultados. De igual forma, requer
pequenas quantidades das substancias em estudo e a sua utilizagao é eticamente menos discutivel.

No entanto, apresentam algumas desvantagens, tais como a perda progressiva do grau de
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diferenciagdo das células e a incapacidade de reproduzir as condi¢des do organismo, pelo que as
respostas obtidas néo s&o totalmente representativas da situagéo in vivo.

As culturas celulares utilizadas neste estudo tiveram origem na SN de ratos Wistar recém-
nascidos. Estas culturas estdo documentadas como tendo a capacidade de expressar GDNF - a
proteina que se pretende quantificar nos extractos celulares ap6s os ensaios (Ding et al., 2004;
Saavedra et al., 2005) e responderem com aumentos da expressdo de GDNF a estimulos de L-
DOPA e H20; (Saavedra et al., 2005). Devido ao facto de serem compostas simultaneamente por
astrécitos e neurénios reproduzem de forma mais aproximada as condi¢des da SN dos modelos in

vivo.

1.4.2. ESTUDOS IN VIVO

A utilizagdo de animais como modelo experimental permite reproduzir as condi¢gbes do
organismo, pelo que as respostas obtidas sé&o mais proximas da situagéo real. Os animais utilizados
neste modelo experimental foram ratos Wistar adultos machos que, segundo estudos anteriores,
respondem de forma retrégrada a leséo utilizada (6-OHDA no estriado) (Rodrigues et al., 2003). Isto
significa que uma leséo com 6-OHDA no estriado resulta em perda de neurdnios dopaminérgicos da
SN.

1.4.3. MARCADORES CELULARES

Existem determinadas proteinas que sao expressas unicamente por um tipo ou populagéo
celular. Estes marcadores celulares permitem reconhecer e diferenciar tipos celulares. Os
marcadores celulares utilizados neste estudo foram a tirosina hidroxilase (TH), como marcador de

células dopaminérgicas, e a proteina acida fibrilar glial (GFAP), como marcador de astrécitos.
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1.4.4. OBJECTIVOS E DESENHO EXPERIMENTAL

A capacidade neuroprotectora do estradiol é claramente reconhecida e os factores
neurotréficos tém sido indicados como participantes desse efeito. Neste estudo propomos estudar a
relacdo entre o efeito do estradiol na protecgao dos neurdnios dopaminérgicos de lesdes toxicas e a
expressao do GDNF. Com este estudo pretende-se clarificar se o estradiol tem efeito na expressao
do GDNF no sistema nigroestriatal in vivo e in vitro, quais as células alvo da acgdo do estradiol e
identificar os receptores, membranares e/ou intracelulares, envolvidos na regulagdo da expressdo
do GDNF por estradiol.

In vitro, em culturas celulares de SN, estudou-se o efeito de uma gama de diferentes
concentragdes de estradiol na expressao do GDNF. Para determinar se esse efeito era mediado por
receptores de estrogénio e qual a sua localizagdo, estudamos o efeito do estradiol utilizando
antagonistas selectivos de receptores de estrogénio intracelulares e uma forma néo permeéavel do
estradiol. Para clarificar se existe ac¢é@o do estradiol no efeito da L-DOPA e do H202 na expressao
do GDNF, utilizaram-se diferentes concentragdes de estradiol e posteriores estimulos com L-DOPA
ou H202 Nos estudos in vitro os niveis de GDNF foram determinados por Western-Blot e a
caracterizagdo celular foi feita por citometria de fluxo.

In vivo, o efeito do estradiol nos niveis de GDNF foi avaliado em ratos Wistar machos. O
17R-estradiol foi administrado aos animais através de capsulas subcuténeas, 10 dias apds a
implantacdo das capsulas os animais foram injectados no estriado com 6-OHDA, sendo sacrificados
5 dias apds a administragdo desta toxina. Nos cérebros efectuaram-se cortes coronais e, por

imunohistoquimica, analisaram-se as marcagoes para GDNF e TH na SN e no estriado.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. ENSAIOS IN VITRO

2.1.1. PREPARAGAO DE CULTURAS MISTAS DE ASTROCITOS E DE NEURONIOS DA
SUBSTANTIA NIGRA

2.1.1.1. CULTURA DE ASTROCITOS

Para cada preparacdo de astrdcitos utilizaram-se entre 10 a 15 ratos Wistar com idades
entre 1 a 3 dias. Anestesiaram-se individualmente os animais com 0,05 ml de 100mg/mL de
cetamina através de uma injecgao intraperitoneal e foram colocados em gelo. Preparou-se a
solugédo de digestao! enzimatica e borbulhou-se com carbogénio durante 30 minutos a 37°C sob
agitacdo constante. Decapitaram-se 0s animais, retiraram-se os cérebros e colocaram-se numa
caixa de Petri com PBS? frio. Dissecou-se a zona correspondente a SN, dividiu-se em porgdes com

cerca de 1mm? que se colocaram em PBS2.

Figura 11: Secgéo coronal de rato que define a azul a zona pretendida para dissecgao — a substantia nigra (SN). VTA:
area tegmental ventral.
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Os pedacos obtidos dividiram-se pelos tubos de falcon contendo a solugdo de digestao! e
foram sujeitos a digestédo, a 37°C, durante cerca de 15 minutos. Terminada a digestao, a suspensao
foi transferida para tubos de centrifuga de 15 ml e centrifugou-se durante 1 minuto a 700 xg.
Removeu-se o sobrenadante e lavou-se 0 sedimento 3 vezes com M10C-G3 a 37°C. Centrifugou-se
de novo a suspensado durante 1 minuto a 700 xg e retirou-se o sobrenadante. Ressuspendeu-se 0
sedimento com pontas com calibres 20 g, 23 g e 25 g sequencialmente. Obteve-se um sedimento
apés centrifugagdo da suspensdo durante 3 minutos a 1500 xg. O sedimento assim obtido foi
ressuspenso em M10C-G3. Fez-se uma diluigdo 1:1 da Ultima suspensé&o obtida com azul de tripan*
e a partir dessa diluicdo contaram-se as células viaveis numa camara de Neubauer utilizando os

quatro quadrantes representados e assinalados na figura 12.

le

Figura 12: Representagéo da cAmara de Neubauer. Os circulos indicam as zonas de contagem das células.

A partir da média do numero de células por quadrante contadas nos quatro quadrantes
diluiu-se a suspensdo em M10C-G3 de forma a obter uma densidade celular de 0,356 x 106/ 3,8 cm2

e as células foram cultivadas em placas revestidas com poli-D-Lisina (0,1mg/ml). Finalmente

1: solugdo de digestdo para preparagédo de astrécitos: dgua de cisteina 1 mM, papaina 1,2 mg/ml (Sigma), HeB
a 20%, vermelho de fenol a 0,001%.

Agua de cisteina: CaCl> 1,9 mM, cisteina 1,3 mM.

HeB: NaCl 116 mM, KCI 54 mM, NaHCOs 26 mM, NaH:PO4.H20 2 mM, MgSO4.7H20 1 mM, EDTA 500 uM,
glucose 25 mM.

2: PBS: NaCl 140 mM , KCI 2,7 mM, KH2PO4 1,5 mM, Na2HPO4 8,1 mM.

3: M10C-G: MEM (Eagle Minimnum Essential Médium) 900 ml/L, soro de vitela ndo inactivado pelo calor 100 ml/L
(Gibco), glicose a 0,34%, solugéo de penicilina/estreptomicina 1,2 ml/L, insulina 5 mg/l, glutamina 0,073 g/L.

4: azul de tripan a 0,4% (Merck) em NaCl a 0,9%.
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colocou-se a placa com a suspenséo celular na incubadora a 37°C, numa atmosfera com 5% de
CO.. Aproximadamente uma hora apds a cultura, foi efectuada uma lavagem com o objectivo de
remover restos celulares presentes. Para tal aspirou-se o meio de cada poceto tendo o cuidado de
nao raspar a superficie da placa e adicionou-se 1ml de MEM frio em cada poceto. Repetiram-se os
passos, aspirou-se 0 MEM? de cada poceto e adicionaram-se 2 ml de M10C-G? a 37°C. Quando os
astrécitos em cultura atingiram cerca de 70% de confluéncia, inibiu-se o seu crescimento com 5-

fluorodesoxiuridina (FDU)e.

2.1.1.2. CULTURA DE NEURONIOS

Todo o processo de preparagdo de neurédnios foi igual ao da preparagdo de astrécitos com
excepgao da solugéo de digestdo para preparagéo de neurénios? e do M10C-G ser substituido por
meio neurobasal com soro (MNBS)?. A densidade celular utilizada foi de 0,38 x 106/ 3,8 cm2,

Vinte e quatro horas antes de preparar a cultura de neurénios substitui-se 0 meio M10C-G3
das culturas de astrocitos por 1ml de meio neurobasal com soro’ por cada poceto. Os neurdnios
foram cultivados sobre uma monocamada de astrécitos. A cultura mista de astrécitos e neurénios foi

utilizada nos ensaios trés dias ap6s a sua preparagao.

2.1.2. TRATAMENTO DAS CULTURAS

As culturas mistas de astrécitos e neurdnios da SN foram expostas a diversos estimulos,
nomeadamente 17R-estradiol (E2), H202, L-DOPA (L), ICI 182,780 (ICI) e 17R-estradiol conjugado a
albumina sérica bovina (E:BSA). Em todas as culturas, incluindo as culturas controlo, foi substituido
0 meio MNBS’ por meio neurobasal sem soro (MNB)® aproximadamente 8 horas antes do

tratamento. Na figura 11 esta esquematizado o tratamento das culturas celulares.

5: MEM: MEM M0268 9,6 g/L (Gibco), vermelho de fenol a 0,2%, NaHCOs 2,2 g/L, pH 7,2.
6: Solugdo de FDU: uridina 16,5 ug/ml (Sigma), FDU 6,7 ug/ml (Aldrich).
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0 horas 24 horas 48 horas
‘Ez, ICI, E:BSA paragem
L-DOPA, H:0; do/dos
estimulo/os

Figura 13: Tratamento das culturas mistas de SN em fungdo dos tempos de incubag&o de cada condigo.

= 17R-ESTRADIOL (E2)

As culturas celulares foram expostas durante 48 horas a 3 concentragdes diferentes de
17R-estradiol (Sigma), nomeadamente 1nM (E1), 10nM (E10) e 100nM (E100). A solugéo de 1713~
estradiol foi preparada em etanol numa concentragdo de 10 mM. Todas as solugdes posteriores

foram preparadas por diluicdes em MEM®.
= |CI 182,780
As culturas celulares foram incubadas durante 48 horas com 10 uM de ICI 182,780 (Tocris).
De referir que nos grupos em que houve estimulagdes conjuntas de ICl e Ez, o ICl foi adicionado 5
minutos antes da adicdo do 17R-estradiol, para garantir que quando a hormona entrasse em
contacto com as células os RE intracelulares ja estariam bloqueados. A concentragdo da solugao
priméaria de ICI foi de 10 mM diluida em etanol.

= 17R-ESTRADIOL CONJUGADO A BSA (E:BSA)

As culturas celulares foram expostas durante 48 horas a 10 nM de 17R-estradiol conjugado

a BSA. A concentragao da solugdo priméaria de E:BSA foi de 33,3 uM (Sigma).
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= L-DOPA (L200)

Apos 24 horas de exposicédo a 17R-estradiol, as culturas foram expostas a L-DOPA 200 uM
durante 24 horas. A solugéo primaria de L-DOPA foi diluida em 200 mM de HCI.

= Hy02 (H50)

Apbs 24 horas de exposigao a 17R-estradiol, as culturas foram tratadas com H.0, 50 uM
durante 24 horas.

2.1.3. QUANTIFICAGAO DOS NiVEIS DE PROTEINA TOTAL

Apds as 48 horas de incubagéo das culturas mistas pds-natais de SN, aspirou-se 0 meio e
adicionou-se 30 pl de meio de lise completo (MLC)'® a cada poceto. Raspou-se o fundo de cada
poceto e aspirou-se todo o extracto celular para tubos de microcentrifuga.

Os niveis proteicos de cada amostra foram determinados pelo método de Bradford (Biorad
Protein Assay) em placas de micropogos de fundo plano com leitura de absorvéncia ao
comprimento de onda de 595 nm.

Com os niveis de proteina determinados por amostra conseguiu-se padronizar a quantidade
de amostra aplicada na electroforese em que se utilizou o volume de extracto celular

correspondente a 30 g de proteina.

7: meio neurobasal suplementado (MNBS): suplemento B27 a 2% (Gibco), soro de vitela inactivado pelo calor a
1% (Gibco BRL), glutamato 0,4 mM (Sigma), HCL 0,5 M (Merck), quinurenato 0,05 mM (Aldrich), FDU 1x (Aldrich),
solugéo de estreptomicina/penicilina 10 ml/L (Sigma).

8: solugao de digestao para preparagao de neurdnios: agua de cisteina 1mM, papaina 20 unidades/ml (Sigma),
HeB a 20%, HCI 5 mM, vermelho de fenol a 0,001%, quinurenato 0,5 mM (Aldrich).

9: meio neurobasal sem soro (MNB): FCS a 1% (Gibco), glutamato 0,4 mM, HCL 0,5 M, quinurenato 0,05 mM

(Aldrich), FDU 1x, vancomocina/estreptomicina 10 ml/L (Sigma).

36 Mestrado em Toxicologia — Universidade de Aveiro 2007




Regulagao dos niveis de GDNF na SN pelo estradiol: contribuicdo para a neuroprotecgao

2.1.4. DETERMINAGAO DOS NIVEIS DE GDNF NOS EXTRACTOS CELULARES POR
WESTERN-BLOT

Aos extractos celulares foi adicionada solugéo desnaturante’ 1x e foram aquecidos
durante 5 minutos a 100 °C. Aplicaram-se os volumes de extracto celular anteriormente
determinados num gel de acrilamida com 1,5 mm de espessura. O gel de resolugao foi preparado
com acrilamida a 12% em Tris-HCI 0,5 M (pH 8,8) contendo dodecil sulfato de sddio (SDS) a 0,1%,
persulfato de aménia (PSA) a 0,05% e tetrametiletilenodiamina (TEMED) a 0,05%. O gel de
concentragéo utilizado continha acrilamida a 4%, Tris-HCI 0,1 M (pH 6,8), SDS a 0,1%, PSA a
0,05% de TEMED a 0,1%. Procedeu-se a electroforese das amostras e de padrdes coloridos de
peso molecular conhecido a 160V durante aproximadamente 1 hora. Na electroforese que decorreu
a temperatura ambiente foi usado um tampéo de SDS2,

Terminada a electroforese colocou-se o gel em tampéo de electrotransferéncia durante 5
minutos, e activaram-se as membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF) durante 5 segundos em
metanol seguido de 5 minutos em agua e 10 minutos em tampao de electrotransferéncia’s.
Efectuou-se a electrotransferéncia das amostras em tampao de electrotransferéncia’ a 750 mA
durante aproximadamente 1 hora e a 4 °C.

Terminada a electrotransferéncia retiraram-se as membranas do sistema e procedeu-se ao
seu bloqueio com TBST (tamp&o salino de Tris com Tween)'* com leite magro a 5% durante 1 hora,
a temperatura ambiente e sob agitacdo constante.

Incubaram-se as membranas com imunoglobulinas (Igs) de coelho anti-GDNF (Santa Cruz)
diluidas 1000x em TBST'* com leite magro a 1% de e azida sodica a 0,02%. A incubacao foi feita
durante 1 hora a temperatura ambiente ou durante a noite a 4 °C, sob agitacdo constante. Apds a
incubagéo lavaram-se as membranas 3 vezes, durante 15 minutos, com TBST'. Posteriormente
incubaram-se as membranas com Igs de rato dirigidas contra Igs de coelho e conjugadas a
fosfatase alcalina, diluidas 20 000x (Amersham) em TBST' com leite a 1% e azida sddica a 0,02%.
A incubagao com este anticorpo decorreu durante 1 hora a temperatura ambiente ou durante a noite
a 4 °C. Terminada esta incubagéo lavaram-se as membranas 3 vezes, durante 15 minutos, com
TBST.

10: meio de lise completo (MLC): DTT (ditiotreitol) 1mM, PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonilo) 1mM, leupeptina
25,57 uM, Tris 25 mM, EDTA (&cido etilenoaminotetraacético) 2,5 mM, EGTA (acido etilenoglicoltetraacético) 2,5
mM, Triton-X-100 a 0,2%.
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Apos as incubagdes com os anticorpos as membranas foram expostas ao substrato da
fosfatase alcalina (ECF, GE Healthcare) durante 15 minutos. Apds este tempo detectou-se a

fluorescéncia das bandas nas membranas, no sistema Molecular Imager Fx (BioRad).

2.1.5. LOCALIZAGAO CELULAR DA EXPRESSAO DE GDNF POR CITOMETRIA DE
FLUXO

Apos as 48 horas de tratamento com 17R-estradiol 100 nM das culturas pos-natais de SN,
aspirou-se 0 meio de cada poceto a adicionou-se 1 ml de MEM5a 37 °C. Aspirou-se de novo 0 meio
e adicionou-se ftripsina a 0,25% a cada poceto. Deixou-se actuar a tripsina durante
aproximadamente 5 minutos a 37 °C. Inactivou-se a tripsina adicionando a cada poceto 500yl de
MNB?®. Ressuspendeu-se o conteido celular de cada poceto e transferiu-se para um tubo onde se
levou a centrifugar durante 3 minutos a 1500 xg. Obteve-se um sedimento que se fixou por adigéo
de aproximadamente 500 ul de paraformaldeido (PFA) a 4% em PBS? durante 10 minutos. Lavou-
se a suspensao com PBS e centrifugou-se durante 2 minutos a 1200 xg. Incubou-se o sedimento
durante a noite a 4 °C com agitagao constante em 250 ul de solugdo de anticorpo primario?s. Os
anticorpos primarios utilizados foram Igs de galinha anti-GFAP (Chemicon) e Igs de coelho anti-
GDNF (Santa Cruz). Centrifugou-se a suspenséo durante 2 minutos a 1200 xg, lavou-se com PBS e
tornou a centrifugar-se. Incubou-se o sedimento durante 1 hora a temperatura ambiente sob
agitagéo constante com a solugao de anticorpo secundario®. Os anticorpos secundarios conjugados
(Alexa Fluor 488 e Alexa Fluor 647) utilizados foram Igs de cabra dirigidos contra Igs de galinha e
contra Igs de coelho (Molecular Crod). Centrifugou-se a suspensao durante 2 minutos a 1200 xg,
lavou-se com PBS e centrifugou-se novamente. Diluiu-se 0 sedimento em aproximadamente 1 ml de
PBS e determinaram-se as populagdes celulares em funcdo da dispersao frontal do feixe laser
(forward scatter- FSC- indicador do tamanho celular), da dispersao lateral (side scatter -SSC-

indicador da complexidade relativa da célula) e da dispersdo da fluorescéncia para os comprimentos

11: solugdo desnaturante: Tris 100 nM (Sigma), glicina 10 nM, SDS (sulfato de sodio dodecil) a 4% (Biorad),
ureia 8 M (Panreac).

12: tampao de electroforese: Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS (sulfato de sodio dodecil) a 0,1%.

13: tampao de electrotransferéncia: CAPS (4cido ciclohexilamino propanosulfénico) 10 mM (Sigma), metanol a
10% (Panreac), pH 11.

14: TBST: Tris 20 mM, NaCl 13 7mM, pH 7,6, Tween a 0,1%.
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de onda 488 nm (células marcadas para GFAP) e 647 nm (células marcadas para GDNF). Esta

aquisigao foi efectuada no citometro de fluxo BD FACSCalibur.

2.2. ESTUDO IN VIVO

Os estudos in vivo foram efectuados em ratos Wistar adultos machos mantidos em
condi¢Oes de temperatura e humidade controladas com ciclos diarios de 12 horas de luz e 12 horas
de escurid@o e com acesso livre a comida e agua. Foram introduzidas capsulas de libertagéo lenta
com 17R-estradiol (E2) ou veiculo e apds 10 dias foi efectuada uma injeccéo local estriatal unilateral
com 6-OHDA ou veiculo. Apos 5 dias da lesdo os animais foram sacrificados e observados cortes
coronais dos cérebros. A figura 14 esquematiza o tratamento dos animais em fungéo do tempo de

cada condig&o.

2.2.1. IMPLANTAGAO DAS CAPSULAS DE LIBERTAGAO LENTA

Preparou-se a solugao de 17R-estradiol (Sigma) 200 pg/ml em propilenoglicol e etanol a
0,5%. Encheu-se lentamente a capsula (Microosmotic pump model 1007D, Alzet) com 80 a 100 uL
de solugéo de 17R-estradiol (para o grupo E2) ou solugéo veiculo de propilenoglicol e etanol a 0,5%

(para o grupo controlo).

15: solugdo de anticorpos primarios para citometria de fluxo: BSA a 0,2%, TRITON-X-100 a 0,25%, FCS
inactivado pelo calor a 1%, anticorpo primario diluido 500x, o volume foi pré-feito com PBS.
16: solugdo de anticorpos secundarios para citometria de fluxo: BSA a 2%, TRITON-X-100 a 0,25%, FCS

inactivado pelo calor a 1%, anticorpo secundério diluido 500x, o volume foi pré-feito com PBS.
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Figura 14: Tratamento dos animais em fun¢do dos tempos de cada condigao.

Anestesiaram-se os ratos adultos machos com injeccdo intraperitonial de xilazida (1,25 mg)
e cetamina (8,75 mg) por 100 g de peso corporal. Desinfectou-se a zona de corte e com uma
tesoura esterilizada fez-se uma pequena inciséo na zona interescapular. Com a ajuda de uma pinga
afastaram-se os tecidos e introduziu-se a capsula correspondente ao grupo de estudo (controlo ou
E2) dentro da pele de forma longitudinal com a tampa orientada para a zona caudal. Finalmente
suturou-se a zona de corte. A capsula libertou 0,5 L de solugao por hora durante 7 dias.

2.2.2. INJECGAQ ESTRIATAL DE 6-OHDA

réguas
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s
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Figura 15: Mesa esterotaxica para neurocirurgia em ratos (adaptado de http://homepage.psy.utexas.edu).

Ap6s 10 dias da implantacao da capsula com solugédo de Ez ou veiculo, anestesiaram-se os
ratos com xilazida (1,25 mg) e cetamina (8,75 mg) por 100 g de peso corporal. Nesta fase retirou-se

a capsula de libertagao lenta inicialmente colocada tendo os mesmos cuidados que aquando da
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implantacdo. Colocaram-se 0s animais numa mesa de cirurgia esterotaxica bem fixos pelos canais
auditivos e pela boca (figura 15) e com uma seringa Hamilton de 10 uL controlada por nano-injector
injectaram-se 4 L da solugdo de 6-OHDA (Sigma) 5 pg/ul preparada em solugéo salina de &cido
ascérbico 0,2 mg/ml ou o veiculo, utilizando um fluxo de 0,4 pl/min. As coordenadas para injecgao
foram as seguintes: profundidade 3,3 mm, 1,3 mm posteriormente e 3 mm lateralmente a direita do
bregma, 4,5 mm ventralmente a dura mater. Apos a injecgao, a canula foi retirada lentamente.

Apos 5 dias da injecgdo com 6-OHDA ou solugédo salina de acido ascérbico, os animais

foram anestesiados e posteriormente fez-se uma perfuséo transcardiaca durante 10 minutos com

PBS? seguidos de outra perfusdo com 200 ml de PFA a 4% em PBS.

Figura 16: Relagao entre as suturas cranianas e 0 bregma no rato (adaptado de http://homepage.psy.utexas.edu).

2.2.3. IMUNOHISTOQUIMICA
= FIXACAO
Apos a perfusao dos animais, 0s cérebros foram extraidos e colocados durante 12 horas em

PFA a 4% em PBS?, seguido de trés periodos de 12 horas em solugdes de 10, 20 e 30% de

sacarose em PBS2 com 0,02% de azida sodica respectivamente.
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= PROCESSAMENTO DOS CEREBROS

Apos a fixagdo dos cérebros procedeu-se a sua desidratacdo, colocando-os durante
periodos de 1 hora em solugdes de etanol a 70, 95, 95, 100, 100 e 100%. De seguida diafanizaram-
se 0s cérebros por incubagédo durante periodos de 1 hora numa solugéo de xileno e etanol em
partes iguais, e posteriormente em duas solugdes de xileno. De seguida efectuou-se a incluséo dos
cérebros com parafina com ponto de fusdo de 58 °C. Para isso colocaram-se os cérebros em
moldes individuais e preencheu-se o seu conteudo com parafina liquida, onde foram mantidos a
temperatura ambiente durante 2 horas. Voltou-se a colocar parafina liquida no espaco que
entretanto se formara nos moldes e deixou-se solidificar por mais 2 horas. Retiraram-se os moldes

de cada cérebro e arrefeceram-se os blocos resultantes a -18 °C durante 5 minutos.

= CORTE DOS CEREBROS

Foram efectuados cortes coronais de 5 um nas zonas correspondentes ao mesencéfalo e
ao estriado num micrétomo Minot com movimento horizontal. Os cortes foram colocados em laminas
adesivadas com poli-D-lisina aquecidas a 56 °C. Posteriormente colocaram-se as laminas na estufa
a 63 °C durante 24 horas.

= DESPARAFINAGAO E HIDRATAGAO DOS CORTES

Colocaram-se as laminas duas vezes em xileno durante minutos. Retirou-se 0 excesso de
liquido e colocaram-se as laminas duas vezes em etanol absoluto durante 3 minutos. Repetiram-se
0s passos para etanol a 95% e etanol a 80%. De seguida lavaram-se as laminas em agua corrente

durante 30 segundos.
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= RECUPERACAO ANTIGENICA DOS CORTES HISTOLOGICOS

Para que os antigénios do tecido ficassem expostos foi necessario submeter as laminas
com os cortes a um banho de tampéo citrato pH 6 (acido citrico 2 mM e citrato de sodio 8 mM)
aquecido em panela de pressdo durante 1 minuto. Apos este processo mantiveram-se as laminas

em agua a temperatura ambiente até se proceder a fase seguinte.

= INCUBAGOES DOS CORTES COM ANTICORPOS

Colocaram-se as laminas numa superficie plana, evitando que se tocassem e/ou secassem e
adicionaram-se cerca de 25 pl de H202a 3% de modo a cobrir toda a secgdo do tecido com o intuito
de bloquear a actividade das peroxidases endogenas e incubaram-se nesta solugéo durante 5
minutos, a temperatura ambiente. Apés a incubagdo com H20- lavaram-se as laminas em PBS2 com
Tween a 0,05% e colocaram-se num banho, em agitagdo constante, durante 2 minutos. Retirou-se o
excesso de liquido e aplicaram-se cerca de 25 ul de solugéo de anticorpo primario em cada secgao
de tecido (Igs de coelho anti-GDNF, D-20 SC328, Santa Cruz ou lgs de rato anti-TH, BD T20720,
Transduction Laboratories, diluidos 500 ou 1000x respectivamente em PBS?2 com BSA a 1%).
Incubaram-se os cortes durante 1 hora (ou durante a noite a 4 °C), numa cédmara humida, a
temperatura ambiente. De seguida colocaram-se as laminas num banho de PBS com Tween a
0,05%, com agitagdo constante, durante 5 minutos. Apds as lavagens retirou-se o excesso de
liquido e aplicaram-se cerca de 25 pl de solugdo de anticorpo secundario (Igs de cabra biotiniladas
e dirigidas contra Igs de coelho (B-6648, Sigma) ou contra Igs de rato (Ab7067-100, Abcam),
diluidas 20 ou 100x respectivamente em PBS2 com BSA a 1%. Deixaram-se incubar os cortes
durante 1 hora numa camara humida, a temperatura ambiente, e posteriormente lavaram-se em
PBS com Tween a 0,05%. Ap6s as lavagens incubaram-se os cortes durante 30 minutos em
solugdo de “ExtrAvidin-Peroxidase” (Rabbit ExtrAvidin® Perodidase staining kit, Sigma (E-8386))
diluida 20x em PBS com BSA a 1%. De seguida lavaram-se as laminas num banho de PBS com

Tween a 0,05%, durante 5minutos sob agitagao constante.
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= COLORAGAO DOS CORTES

Dissolveu-se uma pastilha de 3,3'-diaminobenzidina (DAB, D5905-50TAB, Sigma) em 15 ml de
TBS (Tris 20 mM, NaCl 137 mM, pH 7,6) e adicionaram-se 12 ul de H202 a 30%. De seguida
colocaram--se cerca de 25 pl desta solugdo sobre cada seccdo de tecido e quando os cortes
atingiram a cor desejada lavaram-se em agua corrente. Apos a lavagem imergiram-se as laminas
em hematoxilina (Hematoxylin 7211E, Richard-allan Scientific) durante 3 minutos e lavaram-se

imediatamente em agua corrente durante 10 minutos.

= DESIDRATAGAO DOS CORTES CORADOS E MONTAGEM DAS LAMINAS

Desidrataram-se os cortes colocando as laminas por cinco periodos de 1 minuto em etanol
a 80, 80, 95 e 100% e xileno. De seguida retirou-se o excesso de xileno e adicionaram-se duas
gotas de meio de montagem permanente (Entellan®, Merck (103602)) em cada l&mina. Cobriram-se
os cortes com uma lamela de vidro, observaram-se ao microscopio optico e fotografaram-se

(sistema Axio-observer Zeiss).

2.3. ANALISE ESTATISTICA

A andlise dos dados obtidos foi efectuada com o programa GraphPad Prism versdo 4.0 para
Windows, GraphPad Software, San Diego California USA.

Os dados apresentados sdo a média + o desvio padrdo de no minimo 3 experiéncias
independentes realizadas em ftriplicado. A analise estatistica foi realizada pelo teste one-way

ANOVA, utilizando os post-test Bonferroni ou Dunnett.
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3. RESULTADOS

3.1. EFEITO DO 17R-ESTRADIOL NA EXPRESSAO DE GDNF EM CELULAS DE
SUBSTANTIA NIGRA EM CULTURA

O efeito do 17R-estradiol na expressao do GDNF em culturas mistas (neuronios e células da
glia) de SN foi avaliado fazendo uma incubagéo de 48 horas com trés concentragbes diferentes de
17R-estradiol (1 nM, 10 nM e 100 nM) seguida da determinagdo dos niveis de GDNF nos extractos

celulares por Western-Blot.
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Figura 17: Efeito de diferentes concentragoes de 17R-estradiol na expressdo de GDNF em culturas de SN. As
culturas de SN foram incubadas com diferentes concentragdes de 17R-estradiol (E1= 1 nM, E10= 10 nM, E100= 100
nM) durante 48 horas e a expressdo de GDNF celular foi determinada por Western-Blot. O painel A corresponde a uma
imagem representativa das marcagdes obtidas nestas condigdes para as bandas correspondentes ao GDNF. O painel B
apresenta os dados referentes a percentagem (média + erro padrédo; n [6 a 9]) da expressdo de GDNF relativamente a
culturas ndo expostas a Ez (controlo). *P <0,05 quando comparado com o controlo, **P <0,01 quando comparado com o
controlo.

Os resultados obtidos mostraram que o 17R-estradiol, em qualquer das concentragdes

utilizadas, aumenta significativamente os niveis de GDNF celular em culturas mistas de SN quando
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comparados com culturas ndo tratadas. Nao se observaram diferengas significativas entre as
diferentes concentragdes de 17R-estradiol utilizadas, o que podera indicar que a concentragéo de 1
nM pode ja ter um efeito maximo (figura 17).

O tratamento das culturas mistas de SN durante 48 horas com 1 nM, 10 nM e 100 nM de
17R-estradiol provocou um aumento de 61 + 8,7% (P <0,05), 64 + 6,6% (P <0,05) e 79 +8,4% (P

<0,01) dos niveis celulares de GDNF em relagao ao controlo, respectivamente.

3.2. LOCALIZAGAO CELULAR DA EXPRESSAO DE GDNF EM CELULAS DE
SUBSTANTIA NIGRA EM CULTURA

Para se saber em que células (astrécitos e/ou neurdnios) é expresso 0 GDNF nas culturas
mistas de SN expostas ou ndo a 17R-estradiol procedemos a estudos de citometria de fluxo nas
células incubadas durante 48 horas com 17R-estradiol 100 nM e em células controlo. Apos as 48
horas do tratamento as culturas celulares foram incubadas com anticorpos primarios anti-GFAP de

forma a identificar astrécitos e com anti-GDNF.
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Figura 18: Dot-plot forward scatter/ side scatter da populagdo de células de SN em cultura. As culturas de SN
foram incubadas com 17R-estradiol 100 nM durante 48 horas e submetidas a imunocitoquimica para GFAP e GDNF. As
duas populagdes celulares analisadas estao identificadas por R1 e R2, respectivamente.
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Figura 19: Dot-plot de fluorescéncia GFAP / fluorescéncia GDNF da populagédo de células de SN em cultura. As
culturas de SN foram incubadas com 17R-estradiol 100 nM durante 48 horas e submetidas a imunocitoquimica para
GFAP e GDNF. Os painéis A e C apresentam as células controlo nas zonas R1 e R2, respectivamente; e os painéis B e
D apresentam as células tratadas durante 48 horas com 17R-estradiol 100 nM (E100) nas zonas R1 e R2,
respectivamente. Nos quadrantes superiores direitos encontram-se representadas as células marcadas
simultaneamente para GFAP e GDNF.

Os resultados obtidos mostraram que o GDNF é expresso quer por células que marcam
para GFAP quer por células GFAP negativas (figura 19). No entanto, quando comparamos a
marcacdo para GDNF em células controlo e em células expostas a estradiol verificdmos que os
aumentos na expressao de GDNF se restringem a uma sub-populagao de astrécitos identificada no
dot-plot side scatter/forward scatter com maior tamanho e complexidade (Figura 18). Esta sub-
populacédo é também a que apresenta niveis de marcagao mais elevados. Nas culturas tratadas com
17R-estradiol verificou-se um aumento de 42,9% do nimero de células da sub-populagéo positiva

para GFAP (R1) marcadas simultaneamente para GFAP e GDNF, sugerindo que o estradiol
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promove a expressdo de GDNF numa sub-populagdo de astrécitos na SN em cultura (painel B,

figura 19).

3.3. CONTRIBUIGAO DE RECEPTORES DE ESTROGENIO PARA A EXPRESSAO DE
GDNF EM CELULAS DA SUBSTANTIA NIGRA EM CULTURA
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Figura 20: Efeito do 17R-estradiol conjugado a BSA na expressdo de GDNF em culturas de SN. As culturas de SN
foram incubadas com 17R-estradiol 100 nM (E100) ou 17R-estradiol conjugado a BSA 10 nM (EBSA) durante 48 horas e
a expressdo de GDNF celular foi determinada por Western-Blot. Os dados apresentados referem-se & percentagem
(média * erro padréo; n [4 a 9]) da expressdo de GDNF celular em fungéo de culturas néo tratadas (controlo). *P <0,05
quando comparado com o controlo.

Uma vez que a incubagdo com 17R-estradiol foi relativamente longa (48 horas), os efeitos
observados no aumento da expressédo de GDNF em células de SN podem resultar de uma acgao
mediada por receptores intracelulares (acgdo gendmica) ou de uma acgdo mediada por receptores
membranares (ndo gendmica).

Para determinarmos qual o mecanismo envolvido no efeito do 17R-estradiol na expresséo
de GDNF recorremos a utilizagdo de uma forma nédo permeavel as membranas celulares de 17R-
estradiol, o 17R-estradiol conjugado a BSA (E:BSA). Para tal foi efectuada uma incubagédo de 48
horas com 17R-estradiol 100 nM ou com E:BSA 10 nM. De seguida, determinaram-se os niveis de
GDNF nos extractos celulares por Western-Blot.

Os resultados obtidos mostraram que a exposicdo a E:BSA 10 nM aumentou
significativamente os niveis de GDNF celular em culturas mistas de SN quando comparados com

culturas ndo tratadas. Por outro lado, ndo se verificaram diferengas significativas entre o efeito do
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E:BSA e do 17R-estradiol (figura 20). O tratamento das culturas mistas de SN durante 48 horas com
17R-estradiol 100 nM e E:BSA 10 nM provocou um aumento de 81 +9,4% (P <0,05) e 89 + 21,7%
(P <0,05) dos niveis celulares de GDNF em relag&o ao controlo, respectivamente.

Outra abordagem para confirmar a acgdo de mecanismos gendmicos ou ndo gendmicos
envolvidos na expressao de GDNF em células de SN tratadas com 17R-estradiol foi a utilizagao do
antagonista de receptores de estrogénio intracelulares — ICI 182,780. Para tal as células foram
incubadas durante 48 horas com 17R-estradiol 100 nM e/ou com ICI 182,780, 10 uM, concentragéo
esta que bloqueia de forma especifica os RE intracelulares (Nakamizo et al., 2000; Platania et al.,
2005; Ivanova et al., 2002). De seguida determinaram-se os niveis de GDNF nos extractos celulares

por Western-Blot.
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Figura 21: Efeito do ICI na expressdo de GDNF em culturas de SN. As culturas de SN foram incubadas
individualmente ou foram co-incubadas com 17R-estradiol 100 nM (E100) e ICI 182,780 10uM (ICl) durante 48 horas e a
expressdo de GDNF foi determinada por Western-Blot. Os dados apresentados referem-se & percentagem (média +
erro padréo; n [3 a 10]) da expressdo de GDNF relativamente a culturas ndo expostas a E2 ou ICI (controlo). **P <0,01
quando comparado com o controlo.

Os resultados obtidos mostraram que o bloqueio dos RE intracelulares pelo ICI 182,720 das
células da SN expostas a 17R-estradiol ndo afectou as alteragdes da expressao de GDNF induzidas
pelo 17R-estradiol, € que a incubagdo unicamente com ICI também nao alterou a expressdo de
GDNF observada em células controlo (figura 21). O tratamento das culturas mistas de SN durante
48 horas com 17R-estradiol 100nM ou com ICI 10 uM provocou um aumento de 76 +8,2% (P <0,05)

e 61+ 7,2% dos niveis de GDNF em relagao ao controlo, respectivamente.
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3.4. AUMENTO DA EXPRESSAO DE GDNF EM CULTURAS DE SUBSTANTIA NIGRA
POR ACGAO DO 17R-ESTRADIOL: MODULAGAO POR EXPOSIGAO AOS AGENTES
OXIDANTES L-DOPA E H.0;

A L-DOPA é o principal tratamento sintomatico na DP mas esta apontada nalguns estudos
como indutora de neurotoxicidade devido a auto-oxidagdo (Pardo et al., 1995). Durante a
metabolizacdo da L-DOPA ha formagdo de H202, OH, Oz e quinonas que, sendo estimulos
oxidativos, aumentam os niveis de expressdo do GDNF como mecanismo protector (Saavedra et
al., 2006). Tal como observado nos ensaios anteriores, o 17R-estradiol por si s promove um
aumento da expressdo de GDNF em células da SN. Nesta etapa do trabalho fomos estudar como é
que os aumentos de GDNF promovidos pelo E2 eram afectados pela exposicao a agentes oxidantes
como a L-DOPA, o principal tratamento sintomatico da DP, e ao H202, um dos produtos da
metabolizagao da L-DOPA.
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Figura 22: Acgao da L-DOPA no efeito do 17R-estradiol na expressao de GDNF em culturas de SN. As culturas
foram incubadas com diferentes concentragdes de 17R-estradiol (E1= 1 nM, E10= 10 nM, E100= 10 OnM) durante 24
horas seguidas da incubagdo com L-DOPA 200uM (L200) durante mais 24 horas. A expressdo de GDNF foi
determinada por Western-Blot. Os dados apresentados referem-se a percentagem (média + erro padrao; n [4 a 12]) da
expressao de GDNF celular relativamente ao controlo (células ndo expostas a Ez). *P <0,05 quando comparado com o
controlo, **P <0,01 quando comparado com o controlo.
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Para determinarmos se a metabolizacdo da L-DOPA altera a acgdo do 17R-estradiol na
expressao de GDNF em células de SN, as culturas foram tratadas durante 24 horas com diferentes
concentragdes de 17R-estradiol (1 nM, 10 nM e 100 nM) seguindo-se uma incubagao por mais 24
horas com 200 uM de L-DOPA 200 uM.

Os resultados obtidos mostraram que o tratamento com L-DOPA 200uM de células pré-
tratadas com diferentes concentragbes de 17R-estradiol aumentou significativamente os niveis de
GDNF quando comparados com o controlo. Apesar de existir uma tendéncia para que o tratamento
com L-DOPA aumente a expressdo do GDNF induzida pelo Ep essas diferengas ndo sao
estatisticamente significativas (figura 22).

O tratamento durante 24 horas com L-DOPA 200 uM das culturas mistas de SN pré-
tratadas anteriormente durante 24 horas com 17R-estradiol (1, 10 e 100 nM) provocou um aumento
de 115% + 24% (P <0,05), 127 +29% (P <0,01) e 144 +31% (P <0,01) dos niveis celulares de
GDNF em relagdo ao controlo e de 54 +11%, 63 +14% e 66 +14% dos niveis de GDNF em relagédo

ao grupo pré-tratado com 17R-estradiol na concentragdo correspondente.

Fomos determinar ainda qual a ac¢do que um dos produtos de metabolizagdo da L-DOPA,
0 H20;, tinha na expressdo do GDNF induzida pelo E2. As culturas foram tratadas durante 24 horas
com diferentes concentracdes de 17R-estradiol (1 nM, 10 nM e 100 nM) seguindo-se uma incubagao
por mais 24 horas com H,O, 50 pM.

Os resultados obtidos mostraram que o H20. por si s6 aumentou significativamente os
niveis de GDNF celular em culturas mistas de SN quando comparados com o controlo. Apesar de,
tal como nos estudos com L-DOPA, existir de forma clara uma tendéncia para que o tratamento com
H.0> das culturas de SN pré-tratadas com as diferentes concentracdes de 17R-estradiol aumente a
expressao de GDNF em relagao a culturas expostas apenas a 173-estradiol ou culturas estimuladas
apenas com H20», essas diferengas foram estatisticamente significativas apenas para as células
tratadas com 17R-estradiol 10 nM (figura 23).
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Figura 23: Acgédo do H20: na estimulacao da expressao de GDNF induzida por 17B-estradiol em culturas de SN.
As culturas foram incubadas com diferentes concentragdes de 17R-estradiol (E1= 1 nM, E10= 10 nM, E100= 100 nM)
durante 24 horas seguidas da incubagdo com H202 50 uM (H50) durante mais 24 horas. A expressdo de GDNF foi
determinada por Western-Blot. Os dados apresentados referem-se & percentagem (média + erro padréo; n [3 a 11]) da
expressao de GDNF celular em fung&o de culturas ndo tratadas (controlo). *P <0,05 quando comparado com o controlo,
**P <0,01 quando comparado com o controlo, ***P <0,001 quando comparado com o controlo, +P <0,05 quando
comparado com E10.

Em células incubadas com 17R-estradiol (1 nM, 10 nM e 100 nM) a estimulagdo com H.0:
50 uM induziu aumentos dos niveis de GDNF de 103 £12% (P <0,05), 191 £36% (P <0,001) e 119
+32% (P <0,01) respectivamente.

De forma a comparar a acgdo da L-DOPA e do metabolito da oxidacdo da L-DOPA
envolvido no efeito do 17R-estradiol na expressdo de GDNF em células da SN, comparamos a
accéo da L-DOPA e a acgéo do H202 no efeito do 17R-estradiol.

Os resultados obtidos mostraram nao haver diferencas significativas entre a acgao do H20-
e a acgao da L-DOPA no efeito do 17R-estradiol na expressdo de GDNF celular em culturas mistas
de SN (figura 24).
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Figura 24: Comparagéo entre as acg¢oes da L-DOPA e do H202 no do efeito de diferentes concentragoes de 178-
estradiol na expressdo de GDNF em culturas de SN. As culturas foram incubadas com diferentes concentragdes de
17R-estradiol (E1= 1 nM, E10= 10 nM, E100= 100 nM) durante 24 horas seguidas da incubagdo com H202 50uM ou L-
DOPA 200 pM (L200) durante mais 24 horas, e a expressdo de GDNF celular foi determinada por Western-Blot. Os
dados apresentados referem-se a percentagem (média + erro padrdo; n [3 a 12]) da expressdo de GDNF celular em
fungéo de culturas néo tratadas (controlo).

3.5. ESTUDOS IN VIVO DA ACGAO DO 17R-ESTRADIOL NA VIA NIGROESTRIATAL

E conhecido o efeito neuroprotector do 17R-estradiol ao nivel do mesencéfalo,
nomeadamente no sistema nigroestriatal, por reduzir os efeitos oxidantes. Uma forma de produzir
danos oxidativos selectivos na SN € utilizar o0 modelo experimental de DP - a les&o local estriatal
com 6-OHDA que ap6s uma semana produz neurodegeneracéo retrograda na SN. Para determinar
se 0 17R-estradiol tem efeito protector na via nigroestriatal em modelos animais, administraram-se,
a débito constante de 0,1 pg/ml, 16 a 20 pg de 17R-estradiol a ratos Wistar machos durante 10
dias. Apds 10 dias, foi induzida uma lesao unilateral por injec¢do de 6-OHDA no estriado. No grupo
controlo a solugao de 17R-estradiol foi substituida por veiculo (propilenoglicol com 0,5% de etanol) e
a injec¢éo foi efectuada também com veiculo (solugdo salina de acido ascérbico 0,2 mg/ml). Cinco
dias apds a injecgdo, com 6-OHDA os animais foram sacrificados e os cérebros foram sujeitos a

imunohistoquimica para TH na SN e no estriado e para GDNF na SN.

Mestrado em Toxicologia — Universidade de Aveiro 2007 53




Regulagao dos niveis de GDNF na SN pelo estradiol: contribuicdo para a neuroprotecgao

Local Contralateral Local Ipsilateral

Controlo

E:

6-OHDA

E»+6-OHDA

Figura 25: Imunohistoquimica para TH de cortes coronais da SN submetidos a tratamento com 17B-estradiol e a
posterior lesao unilateral com 6-OHDA. Ratos Wistar machos adultos foram implantados com capsulas subcutaneas
de libertagdo lenta com 17R-estradiol (E2) ou com veiculo (Controlo) e apos 10 dias foram injectados unilateralmente no
estriado com 6-OHDA (6-OHDA) ou com veiculo (Controlo). Apds 5 dias efectuaram-se cortes coronais da SN e
pesquisaram-se 0s neurénios dopaminérgicos através da marcag&o para TH. As imagens apresentadas referem-se aos
lados ipsilateral e contralateral a leséo estriatal dos cortes coronais da SN de cada grupo (Controlo, E2, 6-OHDA e E2+6-
OHDA, (n=3)) processados imunohistoquimicamente para TH (ampliadas 40x).
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Figura 26: Contagem do nimero de células positivas para TH na SN referente a imunohistoquimica de cortes
coronais submetidos a tratamento com 17R-estradiol e a posterior lesdo unilateral com 6-OHDA. Ratos Wistar
machos adultos foram implantados com capsulas subcutaneas de libertagao lenta com 17R-estradiol (E2) ou com veiculo
(Controlo) e apés 10 dias foram injectados unilateraimente no estriado com 6-OHDA (6-OHDA) ou com veiculo
(Controlo). Apds 5 dias efectuaram-se cortes coronais da SN e do estriado e procedeu-se a contagem dos neurénios
dopaminérgicos através da marcacgao para TH. A figura 26 representa o nimero de células positivas para TH na SN em
cada grupo em fungdo do lado contralateral & les&o. cl: contralateral a lesao, il: ipsilateral a leséo, ***P <0,001 quando
comparado com o lado ¢l do mesmo grupo

Os resultados obtidos mostraram que o tratamento crénico dos animais com 17R-estradiol
reverteu a toxicidade induzida pela injec¢do de 6-OHDA e que a injecgé@o e implante das solugdes
veiculo ndo induziram alteragdes no numero de células dopaminérgicas na SN (figuras 25 e 26).

A imagem correspondente ao grupo injectado com 6-OHDA e sem pré-tratamento com 1713~
estradiol mostra que o lado ipsilateral a lesdo apresenta um reduzido numero de células
dopaminérgicas na SN quando comparado com o lado contralateral, o que demonstrou a eficacia da
injeccdo com 6-OHDA em promover a degeneracdo dopaminérgica (figura 25). A injeccao estriatal
de 6-OHDA reduziu 94 +3% (P <0,001) o nimero de células positivas para TH na SN em relagéo ao
lado contralateral a lesdo (figura 26). As imagens referentes ao grupo pré-tratado com 17R-estradiol
e posteriormente lesado com 6-OHDA mostraram que o numero de células dopaminérgicas na SN
do lado ipsilateral a lesdo € muito superior ao do grupo sem pré-tratamento com E2 e ndo apresenta
diferengas em relagdo ao lado contralateral, o que indica que o tratamento com E2 impediu a

neurodegeneracgéo das células dopaminérgicas da SN por exposicdo a 6-OHDA (figura 25). O pré-
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tratamento com 17R-estradiol reverteu 77 +12% a morte de células positivas para TH induzida pela
6-OHDA (figura 26).
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Figura 27: Imunohistoquimica para TH de cortes coronais do estriado de animais submetidos a tratamento com
17R-estradiol e a posterior lesdo unilateral com 6-OHDA. Ratos Wistar machos adultos foram implantados com
capsulas subcutaneas de libertagéo lenta com 17R-estradiol (E2) ou com veiculo (Controlo) e ap6s 10 dias foram
injectados unilateralmente no estriado com 6-OHDA (6-OHDA) ou com veiculo (Controlo). Apés 5 dias efectuaram-se
cortes coronais do estriado e pesquisaram-se 0s neurénios dopaminérgicos através da TH. As imagens apresentadas
referem-se aos lados ipsilateral e contralateral a leséo estriatal dos cortes coronais do estriado de cada grupo (Controlo,
E2, 6-OHDA e E2+6-OHDA, (n=3)) processados imunohistoquimicamente para TH (ampliadas 40x).
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Com o intuito de verificar se os resultados obtidos na SN se observam ao longo da via
nigroestriatal, fomos visualizar os efeitos nas projec¢des dos neurdnios da SN ao nivel do estriado.
Verificamos que o estriado reflectiu 0 que acontece na SN, ou seja, quando ha redugdo do nimero
de células dopaminérgicas na SN também ha redugéo do nimero de projecgbes dopaminérgicas no
estriado. Desta forma observamos que o tratamento crénico dos animais com 17R-estradiol reverteu
a toxicidade induzida pela injec¢éo de 6-OHDA na via nigroestriatal (figura 27).

A imagem correspondente ao grupo injectado com 6-OHDA sem pré-tratamento com 170-
estradiol mostra que o lado ipsilateral a lesédo apresenta um reduzido numero de projec¢des
dopaminérgicas no estriado quando comparado com o lado contralateral ou com o controlo. As
imagens referentes ao grupo pré-tratado com 17R-estradiol e posteriormente lesado com 6-OHDA
mostram que o numero de projec¢des dopaminérgicas no estriado do lado ipsilateral a leséo € muito
superior ao do grupo sem pré-tratamento com E2 e ndo apresenta diferengas em relagéo ao lado
contralateral. Estes resultados indicam que o tratamento com E; impediu a neurodegeneragéo da

via nigroestriatal dopaminérgica por exposicao a 6-OHDA (figura 27).

No intuito de perceber se o tratamento dos animais com 17R-estradiol promovia aumentos
da expressdo de GDNF na SN, a semelhanca do observado dos estudos in vitro, procedemos a
imunohistoquimica para GDNF de cortes coronais da SN de animais do grupo controlo e de animais

do grupo tratado com 17R-estradiol.

Os resultados obtidos sugerem que o tratamento crénico dos animais com 17R-estradiol
parece aumentar a intensidade da marcacéo do GDNF nas células da SN (figura 28).

As imagens de maior ampliagdo mostram que as células marcadas para GDNF do grupo E>
se apresentam coradas mais intensamente que as do grupo controlo, sugerindo que a exposigéo

dos animais ao 17Restradiol promoveu um aumento da expressao do GDNF na SN (figura 28).
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Figura 28: Imunohistoquimica para GDNF de cortes coronais da SN de animais submetidos a tratamento com
17R-estradiol. Ratos Wistar machos adultos foram implantados com capsulas subcutaneas de libertagéo lenta com
17R-estradiol (E2) ou com veiculo (Controlo) e apds 10 dias foram injectados unilateralmente no estriado com veiculo
(Controlo). Apos 5 dias efectuaram-se cortes coronais da SN e pesquisaram-se células positivas para GDNF. As
imagens apresentadas referem-se aos cortes coronais da SN do grupo Controlo e do grupo E2 (n=3) processados
imunohistoquimicamente para GDNF. As imagens da esquerda estdo ampliadas 40x e as da direita correspondem a

zonas mais ampliados das imagens da esquerda (ampliagdo 400x)
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4. DISCUSSAO

Com este estudo pretendemos perceber de que forma o estradiol interfere na expressao do
GDNF na SN e qual o contributo dessa acgdo na neuroproteccgao da via nigroestrital.

Aumentos dos niveis de GDNF pelo estradiol in vitro

Os dados obtidos demonstraram que a exposic¢do de culturas de SN ao 173-estradiol (1 a
100 nM) durante 48 horas aumentou significativamente os niveis de GDNF (figura 17). Em trabalhos
anteriores ja se tinha verificado a relagéo entre a exposic¢éo de culturas celulares de outras zonas do
sistema nervoso ao 17R-estradiol e 0 aumento da expressao de GDNF. Esse aumento observou-se
em astrocitos de medula espinhal pds-natal (Platania et al., 2005) e em neurdnios do hipotalamo
neonatal (lvanova et al., 2002). Nem s6 o aumento da expresséo de GDNF esta associado ao
estradiol. A exposigéo de culturas celulares ao 17R-estradiol também aumenta os niveis de outros
factores neurotroficos. Estudos efectuados desde 1990 revelaram que os estrogénios regulam a
expressao de neurotrofinas em varias zona cerebrais. A relagdo existente entre a acgéo do estradiol
e o BDNF foi observada em varios trabalhos. Em fetos e recém-nascidos de ratos e em células
fetais mesencefalicas em cultura, o estradiol estimula a diferenciagdo dos neurénios dopaminérgicos
através da expressdo do BDNF (lvanova et al., 2001). O estradiol também promove a expresséo de
BDNF em neur6nios do hipocampo (Murphy et al., 1998). Apesar de ser claro que o estradiol
promove a expressdao de GDNF e de BDNF, trabalhos efectuados em mesencéfalo embrionario em
cultura indicaram que esse efeito ndo se verifica com outras neurotrofinas como o NGF, o NT3 e o
NT4/5 (Ivanova et al., 2001).

Expressao do GDNF pelos astrécitos
Os resultados apresentados na figura 19 indicam que, em células da SN em cultura, o
GDNF é expresso maioritariamente pelos astrécitos. Verificamos que as células da SN em cultura

que expressam GFAP, uma proteina presente apenas em astrocitos (Reeves et al., 1989), séo as

mesmas que expressam GDNF. Este facto ocorreu em células ndo tratadas com 17R-estradiol e de
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forma mais acentuada em células tratadas, verificando-se um aumento do numero de células GFAP
positivas a expressarem GDNF apds 48 horas de incubagdo com 17R-estradiol. O aumento da
expressdo de GDNF induzido pelo estradiol ndo foi resultado da sintese do factor neurotréfico
noutra populagao celular, como por exemplo neurénios, mas sim uma intensificagdo do numero de
astrécitos a expressarem GDNF. Os resultados sugerem ainda que existe uma sub-populagéo de
astrocitos a responderem ao estimulo exercido pelo estradiol na expressdo de GDNF e nao todos os
astrécitos da SN em cultura (painel B, figura 19). Estudos anteriormente realizados em co-culturas
de astrocitos de medula espinhal e neurdnios motores de rato (Platania et al., 2005), em células de
SN de rato em cultura (Saavedra et al., 2005) e em células C6 de glioblastoma e astrdcitos de
cortex de rato recém-nascido (Yu et al., 1998), também demonstraram a expressdo de GDNF em
astrocitos. No entanto, em células embrionarias do hipotalamo de rato (lvanova et al., 2002) o
GDNF parece ser expresso por neurénios e nao por astrocitos. Platania et al. (2005) e Ivanova et al.
(2001) obtiveram resultados semelhantes aos apresentados no presente trabalho, nomeadamente o
aumento da expressdo do GDNF apenas em astrdcitos apds exposi¢éo a estradiol de culturas de
diferentes populagdes celulares (medula espinhal e mesencéfalo).

No que respeita a outros factores neurotroficos, estudos efectuados em células de
mesencéfalo neonatal em cultura indicaram que apenas os neurdnios, principalmente os nao

dopaminérgicos, aumentam a expressao do BDNF em resposta ao estradiol (Ilvanova et al., 2001).

Expressao de GDNF por acgdo de REm

A utilizagao de E:BSA e ICI 182,780 indicou que a forma ndo permeavel do estradiol tem o
mesmo efeito que o estradiol livre e que o bloqueio dos RE intracelulares ndo impediu o efeito do
estradiol na expressao do GDNF na SN em cultura (figuras 20 e 21). Estes resultados sugerem que
a accdo do estradiol na expressédo de GDNF em células em cultura de SN ndo é mediada por
receptores intracelulares e acgdes genomicas, mas que o estradiol actua via receptores
membranares. Os resultados obtidos estdo de acordo com outros estudos efectuados em células
embrionarias de hipotalamo em cultura, onde o estradiol induziu a expressdo de GDNF através de
um mecanismo ndo gendmico (lvanova et al., 2002). Por outro lado, em co-culturas de astrécitos de
medula espinhal e neurénios motores o estradiol promove a expressdo de GDNF provavelmente via

ERa membranares existentes nos astrocitos (Platania et al., 2005). Também os estudos efectuados
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por Pawlak et al. (2005) indicam que no mesencéfalo o estradiol interage com o REa membranar
dos astrécitos, promovendo a sintese de GDNF nesta populagéo celular. Apenas alguns astrécitos
do mesencéfalo expressavam RE membranares e, por isso, sO esses respondem ao estimulo
exercido pelo estradiol na expressao do GDNF (Beyer et al., 2003). Os resultados por nds obtidos
sugeriram que 0 mesmo fendmeno ocorre nas culturas de SN utilizadas no presente trabalho. Por
conseguinte, 0 mecanismo através do qual o estradiol promove a expressdo de GDNF na SN
parece idéntico ao anteriormente proposto por Beyer et al. (2003).

No que respeita a outros factores neurotroficos, em fetos e recém-nascidos de rato e em
células fetais mesencefélicas a expressdo do BDNF induzida pelo estradiol é mediada por
receptores de estrogénio membranares (Ivanova et al., 2001).

Aumentos da expressao de GDNF por ac¢ao de L-DOPA, H:0; e estradiol

O stress oxidativo induz a expresséo de GDNF e que este aumento pode proteger as
células de danos oxidativos (Saavedra et al., 2006). A L-DOPA é o principal tratamento sintomatico
na DP, mas alguns estudos revelaram efeitos neurotoxicos devido a auto-oxidagao (Pardo et al.,
1995). Nessa metabolizagdo ha formag¢do de ROS incluindo o H202, que promove a expressao de
GDNF em células pos-natais de SN em cultura (Saavedra et al., 2006). Nos ensaios por nds
efectuados, ndo observdmos diferencgas significativas em relagao ao estimulo de 24 horas com L-
DOPA, onde verificdmos que por si s6 a L-DOPA, nas concentragdes utilizadas, nao alterou
significativamente a expressdo de GDNF. Porém observou-se uma tendéncia para um aumento da
expressao de GDNF em células pré-tratadas com 17R-estradiol antes de serem expostas a L-DOPA
comparativamente aos efeitos registados em células incubadas unicamente com 17R-estradiol ou
unicamente com L-DOPA (figura 22).

A exposicéo de células da SN a H.02 aumenta a expressdo de GDNF (Saavedra et al.,
2006). Estes resultados estdo de acordo com os por nos obtidos, que indicam um aumento da
expressao do GDNF por H.0, nas células de SN. VerificAmos ainda que em células pré-tratadas 24
horas com 17R-estradiol ha uma tendéncia para que a expressdo de GDNF aumente
substancialmente relativamente aos efeitos observados em células incubadas unicamente com 17R-
estradiol ou unicamente com H20.. Esse aumento foi claramente significativo no caso dos estudos

com estradiol 10 nM (figura 23).
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Os efeitos dos agentes oxidantes estudados sugerem que 0s mecanismos pelos quais 0s
astrocitos da SN em cultura aumentam a expressdo do GDNF em resposta a L-DOPA ou H202 e em
resposta ao estradiol sdo diferentes, sendo por isso os niveis de GDNF obtidos com qualquer um
dos estimulos independentes inferiores aos niveis obtidos com coexposicdes de estradiol e agentes
oxidantes.

No que respeita ao estradiol, o calcio intracelular e a sinalizagdo cAMP/PKA sdo essenciais
para a indugédo da expressao de GDNF nas células do hipotalamo exercida pelo estradiol. Ambas as
vias convergem para a transcri¢do do factor CREB (Nichols et al., 1992) o que sugere que a regiao
promotora do GDNF tenha locais de ligagdo ao CREB (WoodBury et al., 1998; Baecker et al., 1999).
Ensaios em que se testou a regulagdo do GDNF pelo estradiol em culturas de astrocitos e de
neurdnios mesencefalicos de embrido mostraram que a sinalizagdo pelo calcio intracelular e pela
MAPK é essencial para esta ac¢do do estradiol (revisto por Kipp et al., 2006).

Estudos anteriores revelaram que a acgdo do H202 no aumento da expressdo do GDNF
parece envolver o factor de transcricdo NF-kB. O H20. activa a transcricdo do factor NF-kB (Meyer
et al., 1993) e a indugéo da expresséo do GDNF pelo H20- é revertida na presenca de inibidores da
activagdo do NF-kB em astrécitos em cultura (Koyama et al., 2003). Estas observagdes sugerem
que o aumento dos niveis RNAm do GDNF e da proteina observados na presenca de H.0:
envolvam o NF-kB.

A accdo da L-DOPA na expressdo do GDNF por células da SN em cultura pode ser
causada tanto por agentes oxidantes resultantes da metabolizagdo da dopamina, como pela propria
dopamina. No caso dos agentes oxidantes, 0 mecanismo proposto inclui o0 NF-kB como sinalizador
o NF-kB. A accdo da dopamina na expressdo do GDNF engloba a activagdo de receptores de
dopamina D1 e D2 e 0 aumento simultdneo da expressdo de FGF-2 e GDNF em astrécitos estriatais
(Li et al., 2006). De facto, o FGF ja tinha sido anteriormente sugerido como promotor da expresséo e
libertagdo de GDNF em células C6 (Suter-Crazzola et al., 1996; Verity et al., 1998). Em 1998, Grim
et al. demonstraram que o FGF-2 interfere na actividade promotora do gene GDNF e,
posteriormente, foi observado que o FGF-2 estimula a expressédo do GDNF e de GFRal em
neurdnios de hipocampo (Lenhard et al., 2002). O mecanismo de acgdo do FGF-2 sobre a
expressdo do GDNF inclui a activagdo de uma CREB cinase (Tan et al., 1996; Woodbury et al.,
1998; Baecker et al., 1999). Por conseguinte, as vias de sinalizagdo utilizadas pelo FGF-2 e pelo

estradiol parecem convergentes.
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A neuroprotecgao exercida pelo estradiol in vivo

A neuroproteccéo exercida pelo estradiol na SN estad documentada ha alguns anos tanto em
estudos in vitro (Biewenga et al., 2005) como em estudos in vivo (Callier et al., 2000). Os resultados
obtidos no presente trabalho mostraram que o tratamento cronico dos animais com 17R-estradiol
reverteu a toxicidade induzida pela injec¢éo de 6-OHDA nos neurdnios dopaminérgicos, apoiando o
efeito neuroprotector do estradiol em células dopaminérgicas na SN in vivo (figuras 25, 26 e 27).

O grupo pré-tratado com 17R-estradiol e posteriormente lesado com 6-OHDA revelou que o
numero de células dopaminérgicas na SN do lado ipsilateral a lesdo era semelhante ao do lado
contralateral. Esta observagéo indica que o tratamento crénico com Ez impediu a neurodegeneragao
das células dopaminérgicas da SN por lesdo estriatal com 6-OHDA. A acgdo de neuroprotecgao
exercida pelo estradiol nos neurénios da SN quando lesados com 6-OHDA foi claramente
demonstrada no nosso estudo. O estradiol impediu que a toxina provocasse a morte dos neurénios
dopaminérgicos como acontece em animais ndo expostos a estradiol (figuras 25 e 26). No que
respeita aos resultados obtidos no estriado, estes reflectem o que se observa na SN (figura 27).

Estas observagdes vém confirmar a neuroprotecgdo exercida pelo estradiol na via
nigroestriatal. Este facto faz-nos afirmar que as fémeas em idade reprodutiva tém uma maior
capacidade de manutencdo e neuroprotecgado das células dopaminérgicas nigroestriatais contra o
stress oxidativo, o que indirectamente significa estarem mais protegidas para o desenvolvimento da
DP. As nossas conclusdes vao de encontro as sugeridas por outros autores que afirmam estar a
neuroprotecc@o pelo estradiol na SN in vivo (Callier et al., 2000) associada a protecgédo contra o
stress oxidativo (Sawada et al., 1998), especificamente na toxicidade induzida por 6-OHDA (revisto
por Dluzen., 2000). Nesses estudos, tal como no nosso, o efeito protector nas células
dopaminérgicas nigroestriatais in vivo do estradiol € conseguido com concentragdes de estradiol
correspondentes as concentragdes fisioldgicas normais de fémeas em idade reprodutiva.

Ensaios de imunohistoquimica em cérebros humanos mostraram que o0 GDNF se expressa
em varios locais do cérebro nomeadamente no hipocampo, mais intensamente em fases neonatais
(Serra et al., 2002), e na SN (Del Fiacco et al., 2002). No nosso estudo detectdmos GDNF na SN
(figura 28), tanto em situagdes controlo como em animais sujeitos a exposicdo crénica com 178-
estradiol. Assim como nos estudos in vitro, os resultados in vivo sugerem que o estradiol promove a

elevagéo dos niveis de GDNF na SN.
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Figura 29: Mecanismo da regulagdo dos niveis de GDNF na SN pelo estradiol e sua contribuigdo na
neuroprotec¢do. Representagdo esquematica da hipotese explicativa da acgdo do estradiol na SN, baseada nos
resultados do presente trabalho e em trabalhos efectuados por outros autores. O estradiol liga-se aos REa
membranares de uma sub-populagéo de astrocitos o que leva ao aumento dos niveis de célcio intracelular (revisto por
Kipp et al., 2006). Este aumento vai activar a via das MAPK (revisto por Kipp et al., 2006) e promover a ligacdo de
CREB ao DNA na regido promotora do gene do GDNF e consequente transcrigdo (Nichols et al., 1992; WoodBury et al.,
1998; Baecker et al., 1999). O aumento dos niveis de RNAm do GDNF causa a elevagao dos niveis da proteina e a sua
libertagdo para o meio extracelular. Nesta fase o GDNF liga-se ao receptor GRFa1 existente nas membranas de
astrocitos, estimulando a produc&o de transportadores de glutamato e também a expresséo e libertagéo de citocinas. Os
transportadores de glutamato facilitam a recaptura deste neurotransmissor e reduzem a excitotoxicidade. As citocinas
podem também exercer, em determinadas situagdes uma acgéo protectora nas células envolventes nomeadamente nos
neurdnios dopaminérgicos (revisto por Kipp et al., 2006).
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Tendo em conta que nos estudos in vivo verificdmos a existéncia de neuroprotecgao
exercida pelo estradiol na via nigroestriatal e que o estradiol aumentou a expresséo de GDNF tanto
in vitro como in vivo, é plausivel sugerir que o estradiol exerce a sua acgéo protectora através do
aumento da expressao de GDNF e por controlo dos niveis de stress oxidativo.

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que o estradiol tem a capacidade de
proteger a via nigroestrital de lesGes oxidativas nomeadamente por aumento da expressado do
GDNF na SN, o que atenua a morte dos neur6nios dopaminérgicos em situacbes de stress
oxidativo.

A analise dos resultados permite-nos propor um mecanismo de acgao da neuroprotecgao
exercida pelo estradiol por intermédio do GDNF na SN (figura 29).
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5. CONCLUSOES

Os estudos realizados em culturas mistas de astrécitos e de neurénios da SN, preparadas a
partir de ratos Wistar com idades entre 1 a 3 dias, e em ratos Wistar adultos machos permitiram
concluir que:

Em células pos-natais de SN em cultura, o 17R-estradiol promove o acréscimo da
expressdo do GDNF por parte dos astrécitos. Este efeito é exercido através da ligagédo do estradiol
a RE membranares e é potenciado por L-DOPA e H20..

In vivo, o estradiol protege as células dopaminérgicas da SN da lesdo causada por 6-OHDA,
através da estimulagéo da sintese de GDNF.

Os resultados obtidos sugerem que a eficacia do tratamento com L-DOPA nas mulheres em
idade reprodutiva podera estar eventualmente relacionada com uma maior expressdo do GDNF
nestas mulheres, em que 0s niveis de estradiol sdo mais elevados. Caso esta hipotese se venha a
confirmar, a utilizagdo de principios activos capazes de activarem os mecanismos pelos quais 0

estrogénio aumenta a produgdo de GDNF sera benéfica no tratamento de DP.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Para demonstrar de forma inequivoca o envolvimento do GDNF na neuroprotecgdo é
necessario realizar ensaios que demonstrem a diminuicdo da neuroproteccdo exercida pelo
estradiol quando os niveis de GDNF permanecem inalterados.

Seria também relevante estabelecer uma correlagdo entre a expressdo de GDNF e a

protecgéo das células dopaminérgicas in vivo com recurso a métodos de analise quantitativa.
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