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BORGES, Julita Maria Pereira. Interacdo parécrina entre células endoteliais cerebrais e gliais
em modelos in vitro de barreira hematoencefalica. 166 f. il. Tese (Doutorado em Patologia
Humana) - Universidade Federal da Bahia. Fundacdo Oswaldao Cruz, Instituto Goncalo
Moniz, Salvador, 2018.

RESUMO

INTRODUCAO: Células endoteliais cerebrais (CEC) e astrdcitos sdo as principais células
que compdem a barreira hematoencefalica (BHE) e conferem seletividade a entrada de
substancias no cérebro por acdo da barreira metabdlica. O desequilibrio nesta seletividade
predispbe o SNC as doencas neurodegenerativas e cancer. OBJETIVO: Este trabalho
objetivou avaliar a interagdo paracrina entre CEC e células gliais modulando os mecanismos
detoxificadores da BHE in vitro, em condicdes fisioldgicas e patoldgicas. METODOLOGIA:
Foi verificada a toxicidade do catecol sobre CEC, astrdcitos e microglia. Foi analisada a
modulacdo do meio condicionado por astrocitos (MCAst) sobre as CEC, por CEC (MCCEC)
sobre astrocitos e por microglia (MCMG) sobre os astrécitos. Foi avaliada a interagdo
paracrina entre CEC e células gliais, na diferenciacéo e proliferacdo de CEC. Foi verificada a
interagdo pardcrina entre CEC e astrocitos na citotoxicidade induzida pelo catecol,
observando-se a expressdo de isoformas das enzimas UDP-glucuroniltransferase 1A6
(UGT1A®6) e glutation-S-transferase pi (GSTpi), e da glicoproteina P de efluxo (gpP) através
de analises por citometria de fluxo, imunocitoquimica e Western Blotting. Prop6s-se avaliar a
espoliacdo de glutation reduzido (GSH) pelo catecol em CEC na presenca de MCASst e em
células GL-15 de glioblastoma humano interagindo com CEC. Foi avaliada a genotoxicidade
pelo catecol sobre astrocitos e CEC e sua modulagdo por meio condicionado por CEC e
astrocitos respectivamente. RESULTADOS: Os resultados demonstraram que o MCAst, o
meio condicionado por células C6 de glioma de ratos (MCC6) e MCMG induzem a
proliferacdo e alteracdes morfoldgicas em CEC quiescentes. As CEC sdo resistentes ao dano
pelo catecol. Catecol é citotoxico para os astrécitos. O MCCEC confere citoprotecdo aos
astrocitos frente ao dano pelo catecol, aumentando a expressdao de GSTpi e diminuindo as
lesbes de DNA. As CEC protegem as GL-15 contra a espoliacdo de GSH pelo catecol. O meio
condicionado pelos astrécitos aumenta a expressao de GSTpi e protege as CEC da espoliacao
de GSH induzida pelo catecol. Astrdcitos infectados por N. caninum (Nc) apresentaram
aumento na expressdo dos genes das citocinas (IL10 e TNF) e do gene do fator de
crescimento de nervos (NGF), diminuicdo dos genes do fator neurotréficos derivado do
cérebro (BDNF) e fator neurotréfico derivado da glia (GDNF). O meio condicionado por
astrocitos infectados por Nc levou a superexpressao de TNF e supressdo génica de BDNF,
GDNF e NGF em CEC. CONCLUSOES: Entende-se que as CEC e astrdcitos interagem
entre si independente do dano, porém resulta em citoprotecdo quando ha agressdo. Os
mecanismos detoxificadores sdo ativados nas células, induzidos por moléculas presentes no
meio condicionado. Esta interacdo existe independente do contato fisico, uma perspectiva no
entendimento da BHE e doengas que atingem o SNC.

Palavras-chave: Astrocitos; célula endotelial cerebral; barreira hematoencefalica; microglia



BORGES, Julita Maria Pereira. Paracrine interaction between endothelial cerebral cells and
glial cells in models of blood-brain barrier in vitro. 166 f.il. Tese (Doutorado em Patologia
Humana) — Universidade Federal da Bahia. Fundacdo Oswaldo Cruz, Instituto Goncalo
Moniz, Salvador, 2018.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Cerebral endothelial cells (CEC) and astrocytes confer selectivity in the
entry of harmful substances into the brain through the blood-brain barrier (BBB), mainly by
the action of a metabolic barrier. The imbalance in this selectivity predisposes the CNS to
neurodegenerative diseases and cancer. OBJECTIVE: The objective of this work was to
evaluate the paracrine interaction between CEC and glial cells modulating the detoxifying
mechanisms of the BBB in vitro, under physiological and pathological conditions.
METHODOLOGY: The paracrine interaction between CEC and glial cells was tested by
observing morphological alterations and proliferation of CEC. The catechol toxicity to CEC,
astrocytes and microglia was also verified. The modulation of CEC by astrocyte-conditioned
medium (MCAst), of astrocytes by CEC-conditioned medium (MCCEC), and by microglia-
conditioned medium (MCMG) was analyzed. We verified the interaction of CEC and
astrocytes on the expression of the isoforms of the enzymes UDP-glucuronyltransferase 1A6
(UGT1A®6), and glutathione-S-transferase pi (GSTpi), and on the efflux glycoprotein P (gpP)
during catechol-induced damages, by flow cytometry, immunocytochemistry and Western
Blotting. The depletion of GSH by catechol in CEC in the presence of MCAst and in human
glioblastoma GL-15 cells interacting with CEC was evaluated. Catechol genotoxicity to
astrocytes and CEC and its modulation by MCCEC and MCAst were also evaluated.
RESULTS: The results demonstrated that MCAst, rat glioma C6 cells-conditioned medium
(MCC6), and MCMG induce proliferation and morphological alterations in quiescent CEC.
Catechol is cytotoxic to astrocytes. However, CEC is resistant to catechol-induced damages.
The MCCEC leads to cytoprotection of astrocytes against catechol-induced damages,
increasing the expression of GSTpi and UGT1AG6 isoforms, and protected against increased
DNA damages. MCCEC also protected GL-15 cells against GSH depletion induced by
catechol. MCAst increases the expression of GSTpi and protects CEC agaisnt GSH depletion
induced by catechol. Astrocytes infected by Neospora caninum (Nc) increased the expression
of cytokines (IL10 and TNF) and nerve growth factor (NGF), but decreased the expression of
the neurotrophic factors BDNF and GDNF. Infected astrocytes-conditioned medium lead to
overexpression of TNF and reduction of BDNF, GDNF and NGF in CEC. CONCLUSION:
Although CEC and astrocytes interact in physiological copnditions, this interaction results in
cytoprotection in the presence of damages. In damage conditions, molecules that are present
in the conditioned medium activate detoxifying mechanisms. This interaction exists
independent of physical contact, giving a new perspective on the understanding of BBB and
diseases affecting the CNS.

Key words: Astrocytes, Cerebral endothelial cell, Blood Brain-Barrier, microglia
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Padrdo de medidas do cometa. Imagem obtida por microscopio de
fluorescéncia do cometa formado pelos nucleos, de astrécitos, marcados
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Alteracdo morfologica e proliferacdo de CEC induzidas por meio
condicionado por astrocitos. A e E - células quiescentes, no vigésimo dia
de cultivo em meio DMEM HAM F12. B - CEC no sétimo dia ap0s
modulacdo com MCAst 50% (v/v); C - CEC no décimo quarto dia ap0s
modula¢do com MCAst 50% (v/v); D - CEC no décimo quinto dia apds
modulacdo com MCAst 50% (v/v). Setas brancas mostram células livres,
com volume celular aumentado.Setas pretas apontam células
diferenciadas. Microscopio de constraste de fase, Barra equivalente a 100

Alteracdo morfologica e proliferacdo de CEC induzidas por meio
condicionado por astrocitos. A - células quiescentes, no vigésimo dia de
cultivo em meio DMEM HAM F12. B - CEC no sétimo dia apds
modulacdo com MCAst100% (v/v); C - CEC no décimo quarto dia ap6s
modulacdo com MCAst 100% (v/v); D - CEC no décimo quinto dia ap6s
modulacdo com MCAst 100% (v/v). Setas brancas mostram células
livres, com volume celular aumentado.Setas pretas apontam células
diferenciadas. Microscopio de constraste de fase, Barra equivalente a 100

Alteracdo morfoldgica e proliferacio de CEC induzidas pelo meio
condicionado por glioma murino (MCC6). A - CEC quiescentes, ap0s 20
dias de cultivo em DMEM HAM F12. B - CEC no oitavo dia apds
modulacdo com MCC6 a 50% (v/v); C - CEC no décimo quarto dia ap6s
modulacdo com MCC6 a 50% (v/v); D - CEC no décimo quinto dia ap6s
modulacdo com MCC6 a 50% (v/v). Setas brancas mostram células
livres, com volume celular aumentado.Setas pretas apontam células
diferenciadas. Microscopia de contraste de fase. Barra equivalente a 100

Alteracdo morfologica e proliferacdo de CEC induzidas pelo meio
condicionado por glioma murino (MCC6). A - CEC quiescentes, apds
20 dias de cultivo em DMEM HAM F12. B - CEC no oitavo dia ap0s
modulagdo com MCC6 a 100% (v/v); C - CEC no décimo quarto dia
ap6s modulagdo com MCC6 a 100% (v/v); D - CEC no décimo quinto
dia apés modulagdo com MCC6 a 100% (v/v). Setas brancas mostram
células livres, com volume celular aumentado.Setas pretas apontam
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Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

células diferenciadas. Microscopia de contraste de fase. Barra
equivalente @ 100 [M.......uviiiiieiiiieiiii e

Alteracdo morfoldgica de CEC por estimulo dos meios condicionados
por astrécitos e glioma. A e B - CEC em meio de cultivo DMEM HAM
F12 nos aumentos de 20 e 40x; C - CEC em MCAst a 50% (v/v); D -
CEC em MCAst a 100%; E - CEC em MCC6 a 50% (v/v); F - CEC em
MCC6 a 100%. Imunomarcacdo para Fator VIII de vonWillebrand
(verde), marcacdo de ndcleos com DAPI (azul). Barra equivalente a 100

Alteracdo morfoldgica de CEC induzida pelo meio condicionado por
microglia. A - CEC em DMEM HAM F12 no 20° dia de cultivo apds
isolamento; B - CEC ap06s 3° dia em cultivo em MCMG 50% (v/v); C -
CEC ap6s 19° dia de cultivo em MCMG a 50% (v/v). Imagens obtidas
por microscopio de contraste de fase. Barra equivalente a 100

Alteracdo morfoldgica de CEC em meio EGM-2 a 50% (v/v) em DMEM
HAM F12. A - CEC em DMEM HAM F12 no 20° dia de cultivo apds
isolamento; B - CEC ap06s 3° dia de cultivo em meio EGM-2 a 50% (v/v)
em DMEM HAM F12; C - CEC ap06s 19° dia de cultivo meio EGM-2 a
50% (v/v) em DMEM HAM F12. Imagens obtidas por microscépio de
contraste de fase. Barra equivalente @ 100 pM........ccccccvvvveieeiecieveece e,

Cultura primaria de CEC positivas para fator VIII. Imunomarcacdo para
GFAP (vermelho), fator VIII (verde) e marcacdo de ndcleos com DAPI.
Imagem obtida em microscopio de fluorescéncia. Barra equivalente a 100

Evolugdo da cultura priméria de CEC em meio EGM a 50% (v/v) em
DMEM HAM F12. A - CEC no terceiro dia ap06s o isolamento celular; B
- CEC no 7° dia de cultivo; C - CEC no 9° dia de cultivo. Imagens
obtidas em microscopio de contraste de fase. Setas brancas (—)
apontando células diferenciadas. Barra equivalente a 100 pm...................

Subcultivo de CEC em meio EGM a 50% (v/v) em DMEM HAM F12. A
- Cultura primaria de CEC antes da tripsinizacdo. B - Cultura de CEC no
terceiro dia de cultivo apos tripsinizacdo; C - Cultura de CEC no 5° dia
de cultivo apds tripsinizacdo. Imagens obtidas em microscopio de
contraste de fase Barra equivalente @ 100 fM........cccooevenininennnneeennn,

Efeito do catecol sobre astrdcitos isolados e formagéo de quinonas. A -
Protocolo de cultivo 1 (P1): Astrocitos isolados de cultivo com remocao
precoce da microglia. B - Protocolo de cultivo 2 (P2) — Astrocitos
isolados de cultivo com remocéo tardia da microglia (apés 7 dias de
cultivo). As células foram incubadas com catecol (10 - 2000 uM) por 72
h nas duas condicGes. Os gréaficos representam o experimento com valor
de EC50 proximo as medianas que foram de 82 puM (variagdo: 11-122
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Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

uM) para o protocolo P1 e de 229 uM (variagdo: 143 - 873 uM) para o
protocolo P2. (@) Viabilidade celular ¢ (m) formagdao de quinonas. Os
dados representam distribuigdo ndo normal, representados por mediana e
variacdo, analisados por Kruskal-Wallis seguido por teste de comparacgéo
Dunns. Significancia estatistica: (*) p<0,01; (**) p<0.001; (***)
p<0.0001 comparada com o controle do solvente (5 x 10 M de HCI).....

Comparacdo da resposta dos astrocitos, isolados por protocolos de
cultivo P1 e P2, ao catecol. Protocolo de cultivo 1 (P1) — Astrdcitos em
cultivo com remocdo precoce da microglia (cada 48 h). Protocolo de
cultivo 2 (P2) — Astrécitos em cultivo com remocao tardia da microglia
(apbs 7 dias de cultivo). As células foram expostas ao catecol entre 10-
2000 pM, por 72 h. Os dados representam a mediana da ECsp, 0S
percentis 25 e 75 limitando o quadrilatero e a variacdo representada pelos
extremos das barras (n = 8). Os grupos foram comparados com Mann-
Whitney, teste ndo paramétrico. Significancia estatistica: (***) p <

Glutamina Sintetase em astrocitos cultivados em diferentes protocolos. A
- Protocolo de cultivo 1 (P1) — Expanséo de astrocitos em meio DMEM
HAM F12, com remocdo precoce da microglia (a cada 48 h). B -
Protocolo de cultivo 2 (P2) — Expansdo de astrocitos em meio DMEM
HAM F12, com remocéo tardia da microglia (apdés 7 dias de cultivo).
Marcacdo de nucleos com DAPI. Barra equivalente a 100

AlteracGes morfoldgicas induzidas por catecol em astrocitos P1.
Astrocitos com remocdo precoce da microglia (a partir de 48 h do
isolamento) (P1). A - Controle; B - Astrdcitos expostos a 100 uM de
catecol; C - Astrocitos expostos a 300 uM de catecol; D - Astrocitos
tratados com GSH a 3,5 mM; E - Astrocitos expostos a 100 uM de
catecol e GSH a 3,5 mM; F - Astrdcitos expostos a 300 uM de catecol e
GSH a 3,5 mM. Tempo de exposic¢do 72 h. Imunocitoquimica para GFAP
(vermelho) e OX42 (verde), marcacdao de nucleos com DAPI (azul)
Andlises por microscopia confocal. Barra equivalente a 50.1

Reatividade astrocitéaria induzida pelo catecol em astrocitos isolados em
meio DMEM HAM F12, com remocéo tardia da microglia (apos 7 dias
de cultivo) (P2). A - Controle; B - Astrocitos expostos a 100 uM de
catecol; C - Astrocitos expostos a 300 uM de catecol; D - Astrocitos
expostos a GSH a 3,5 mM; E - Astrocitos expostos a 100 uM de catecol e
GSH a 3,5 mM; F - Astrocitos expostos a 300 uM de catecol e GSH a 3,5
mM. Tempo de exposi¢do: 72 h. Imunocitoquimica para GFAP
(vermelho) e OX42 (verde), marcacdo de nucleos com DAPI (azul).
Anélises por microscopia confocal. Barra equivalente a 50,1

Citotoxicidade do catecol aos astrécitos P1 modulados por MCMG a
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Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

20% (v/v). Exposicdo celular por 72 h ao catecol nas concentracdes entre
10 - 2000 uM em MCMG a 20% (v/v). A figura mostra os dados do
experimento com EC50 correspondente a mediana de 656 uM (variag&o:
574 - 675 uM n = 3). (®) Viabilidade celular ¢ (m) formacgdo de quinonas.
Os dados representam distribuicdo nd&o normal, representados por
mediana e variagdo, analisados por Kruskal-Wallis seguido por teste de
comparagdo de Dunns. Experimento em triplicata. Significancia
estatistica: (**) p < 0,001; (***) p < 0,0001 comparada com o controle
do solvente (5 x 107 M de HCI).....oooveeeeeeeseeeeeeeeeeeeee e,

Citotoxicidade do catecol aos astrocitos P1 modulados por MCMG a
50% (v/v). Astrocitos do protocolo 1 (com remocdo precoce da
microglia) foram expostos ao catecol nas concentragcdes de 10-2000 uM
em MCMG a 50% (v/v), por 72 h. Controle do solvente (5 x 10 M de
HCI). (e) Viabilidade celular ¢ (m) formagdo de quinonas. Os dados
apresentam distribuicdo n&o normal, representados por mediana e
variacdo, analisados por Kruskal-Wallis seguido por teste de comparacgédo
Dunns. O grafico representa um dos experimentos realizados em
L0 [0 107 L - VOSSPSR

Influéncia do meio condicionado da microglia sobre morfologia dos
astrécitos P1 expostos ao catecol. A - Cultura priméria dos astrocitos
cultivados sem microglia (P1) em DMEM HAM F12; B - Astrocitos em
DMEM HAM F12 com 100 uM de catecol; C - Astrécitos em DMEM
HAM F12 com 300 uM de catecol; D - Astrocitos em MCMG a 20%
(v/v); E - Astrocitos em MCMG 20% (v/v) com 100 uM de catecol; F -
Astrdcitos em MCMG 20% (v/v) com 300 uM de catecol. Tempo de
exposicdo 72 h. Imunocitoquimica para GFAP (vermelho) e OX42
(verde), marcacdo de nucleos com DAPI (azul). Seta branca aponta
célula com citoesqueleto desorganizado. Analises por microscopia
confocal. Barra equivalente a 50,1 [M........ccoriiiiiiiniiiiiee e

Expressdo dos genes da B-actina e HPRTem astrocitos isolados do
protocolo P1 e P2. A - Expressdo do gene da B-actina. B - Expressdo do
gene da HPRT. Analise por gRT-PCR (N=3)...ccceiiiiiiiiiecee e

Efeito do catecol sobre a expressdo génica dos fatores neurotréficos em
cultura de astrocitos isolados do protocolo P1 e P2. A - Expressdo do
gene de GDNF; B - Expressdo do gene de BDNF; C - Expresséo do gene
de NGF; Exposicdo do catecol em 100 e 300 uM por 72 h. Analise por
gRT-PCR. Os dados s&o mostrados em mediana e variacdo de 2" (n =
3). A expressdo dos niveis génicos é normalizada pela expressdo dos
GENES A8 HPRT ..ot

Expresséo dos genes de IL-1p e IL-10 em astrocitos isolados do P1 e P2,
A - Expressdo génica de IL-1p e B - Expressdo génica de IL-10.
Modulacgéo pelo catecol nas concentragdes de 100 uM ou 300 uM por 72
h. Analise por gRT-PCR. Dados sdo mostrados como mediana e variagdo
de 2T (n = 3). Expressdo dos niveis génicos normalizados por
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Figura 25

Figura 26

Figura 27

Figura 28

Figura 29

Modulacdo do meio condicionado de CEC na citotoxicidade do catecol
(10 - 2000 uM) em astrocitos apos 72 h. A - Controle: astrocitos
cultivados em meio DMEM HAM F12; B - Astrocitos cultivados em
MCCEC 50% (v/v); e C - Astrocitos em 100% MCCEC; Os gréaficos
representam os dados do experimento com EC50 proxima a mediana. Os
dados apresentam distribuicdo ndo normal, representados por mediana e
variacdo, analisados por Kruskal-Wallis seguido por teste de comparacgédo
Dunns. Significancia estatistica mostrada como (*) p < 0,01; (**) p <
0,001; (***)p < 0,0001 comparada com o controle tratado com 5 x 10

Meio condicionado de CEC confere resisténcia a toxicidade pelo catecol
em astrocitos. Os dados séo representados pelas medianas, percentis 75%
e 25% e variagOes para 0s grupos em meio DMEM HAM F12 (n = 8), em
50% de meio condicionado por CEC (n = 8) e em 100% de meio
condicionado por CEC (n = 9). O tempo de exposicao foi de 72 h.
Comparacdes entre dois grupos foram feitas com o teste ndo paramétrico
de Mann-Whitney. Significancia (***) p < 0,0001 comparada com o
grupo  exposto ao catecol em meio DMEM HAM

Aspectos morfologicos das culturas primarias de astrécitos expostos ao
catecol (100 pM, 300 uM e 2000 puM) por 72 h: A - Astrécitos em meio
DMEM HAM F12 com 5 x 10 M de HCI; B, C e D - Astrécitos em
meio DMEM HAM F12 e catecol dissolvido em 5 x 10 M de HCI; E -
Astrdcitos em meio MCCEC 50% (v/v); F, G e H - Astrocitos em
MCCEC a 50% (v/v) e catecol; | - Astrocitos em MCCEC a 100% com 5
x 10 M de HCI; J e K, L - Astrécitos em meio MCCEC 100% e catecol.
Setas brancas mostram aglomerados celulares. Pontas de setas apontam
fragmentos celulares. Microscopia de contraste de fase. Barra equivalente

Modulacdo de GFAP em astrocitos modulados com meio condicionado
por CEC. A - Astrdcitos em meio DMEM HAM F12 com 5 x 10* M de
HCI; B - Astrocitos tratados com 20 uM de catecol em meio DMEM
HAM F12; C - Astrécitos tratados com 20 uM de catecol em MCCEC
50% (v/v); D - Astrocitos tratados com 20 pM de catecol em
MCCEC100%. E - Intensidade de fluorescéncia da marcacdo de GFAP
por nimero de astrocitos. Dados obtidos de teste em triplicata. Analise
pelo teste de "Kruskal-Wallis", seguido do teste de "Dunn's" para
multiplas comparagdes. Significancia (*) p < 0,01. Imunomarcador para
microglia (verde) OX42, para astrocitos (vermelho) GFAP e DAPI é um
marcador de nucleos (em azul). Imagens obtidas por Microscopia
confocal apds imunocitoquimica. Barra correspondente a 50,1 pm............

Tipo de morte celular induzida por catecol em astrdcitos. A esquerda
observa-se astrocitos (controle), ndo tratados; a direita astrocitos expostos
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Figura 30

Figura 31

Figura 32

Figura 33

a 40 uM de catecol, por 72 h. As células foram marcadas com Anexina
V/lodeto de Propidio. No Q1 observa-se células em necrose; em Q2 a
direita, observa-se células em apoptose tardia; em Q3, células viaveis; em
Q4 celulas que morreram por apoptose. Analise por citometria de fluxo.
Os experimentos foram realizados em triplicata............ccccoceveniiiiinnennn,

Efeito do catecol na atividade mitocondrial de CEC. @ CEC em meio de
cultura DMEM HAM F12; m CEC em MCAst 50% (v/v) e catecol; A
CEC em MCAst 100%. Exposicdo ao catecol nas concentragdes de 30 -
6000 uM, por 72 h. Os dados foram normalizados para os dados do
controle negativo (diluente do catecol, HCl a 5 x 10 M), cujas as
medianas foram consideradas como 100%. O experimento foi feito em
triplicata com 8 repeticdes por concentracdo. Os dados tém distribuicédo
ndo normal e estdo expressos em medianas e variacbes. O teste de
Kruskal-Wallis ndo demonstrou diferenca significativa entre as
concentragdes testadas € 0 grupo CONtrole..........ccovvvveveiieiieiieniere e

Produgdo de quinonas por CEC expostas ao catecol. ® CEC em meio de
cultura DMEM HAM F12; m CEC em MCAst 50% (v/v) e catecol,
A CEC em MCAst 100%. Exposicdo ao catecol nas concentracdes de 30
- 6000 uM, por 72 h. Os dados foram normalizados para o controle
negativo (diluente do catecol, HCl a 5 x 10™* M) cujas medianas foram
consideradas como 100%. O experimento foi feito em triplicata, com 8
repeticbes por concentracdo. Os dados tém distribuicdo ndo normal e
estdo expressos em medianas e variacdes. Andlises foram feitas com o
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Significancia estatistica * P <
0,01 entre grupo modulado pelo MCAst 50% e CEC em DMEM HAM

Aspectos morfoldgicos das culturas priméarias de CEC expostas ao
catecol em MCCAst. Exposi¢do a 100 puM, 1000 uM e 6000 pM de
catecol, por 72 h. A - CEC em meio DMEM HAM F12 com 5 x 10* M
de HCI; B, Ce D - CEC em meio DMEM HAM F12 e catecol; E - CEC
em meio MCAst 50% (v/v) com 5 x 10* M de HCI; F, G e H - CEC em
meio MCAst 50% (v/v) e catecol; | - CEC em MCAst 100% com 5 x 10™
de HCI; J e K, L - CEC em meio MCAst 100% e catecol. Aglomerados
celulares mostrados pela seta branca e fragmentos celulares pela seta
preta. Microscopia de contraste de fase. Barra equivalente a 100 um........

Tipo de morte celular induzida por catecol em CEC. A esquerda, células
n&o tratadas (controle); a direita, CEC expostas a 3000 uM de catecol; As
celulas foram marcadas com Anexina V/lodeto de Propidio. No
quadrante superior a esquerda células em necrose; no quadrante superior
a direita celulas em apoptose tardia; no quadrante inferior a esquerda,
células viaveis; no quadrante inferior a direita, células que morreram por
apoptose. Analise por citometria de fluxo. Os experimentos foram
realizados em tripliCata..........cccveiiiiiiciie e
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Figura 34

Figura 35

Figura 36

Figura 37

Figura 38

Expressédo de GSTpi em CEC na interagdo com meio condicionado por
astrécitos e exposicdo a 3000 uM de catecol por 72 h. A - Histogramas
dos grupos de tratamento: CEC em meio DMEM HAM F12 com 5 x 10™
M de HCI (controle); CEC expostas a 3000 uM de catecol em DMEM
HAM F12; CEC expostas a 3000 uM de catecol em MCAst 50% (v/v);
CEC expostas a 3000 uM de catecol em MCAst 100%. B - Média da
intensidade de fluorescéncia (MFI) da GSTpi. C - Percentual de CEC
imunomarcadas para GSTpi. Anélise por citometria de fluxo, (n = 3).
Comparac@es entre grupos foram feitas com o teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney. Significancia * P < 0,01 comparada com Catecol a 3000

Expressdo de GSTpi em astrocitos modulados por CEC no dano pelo
catecol. A - Astrécitos em DMEM HAM F12 com 5 x 10* M de HCI
(controle); B - Astrocitos em DMEM HAM F12 expostos a 20 uM de
catecol; C - Astrocitos em MCCEC a 50% (v/v) expostos a 20 uM de
catecol; D - Astrocitos em MCCEC a 100% expostos a 20 uM de catecol.
E - Intensidade de fluorescéncia da imunomarcacdo para GSTpi por
astrécitos. Comparacbes entre grupos foram feitas com o teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney. Significancia estatistica (*) P < 0,01)
comparada com o grupo tratado com o catecol sem 0 MCCEC. Imagens
obtidas por microscopia confocal. Barra equivalente a 50,1 pm................

Imunomarcagdo de UGT1A6 em CEC moduladas com meio
condicionado por astrocitos e expostas a 3000 uM de catecol por 72 h. A
- Histogramas dos grupos de tratamento: CEC em DMEM HAM F12
com 5 x 10* M de HCI (controle); CEC em meio DMEM HAM F12 e
catecol; CEC em MCAst 50% (v/v) e catecol; CEC em MCAst 100% e
catecol. B - Média da intensidade de fluorescéncia (MFI) da UGT1A®6. C
- Porcentagem das CEC imunomarcadas para UGT1A6. Analise por
citometria de fluxo. Comparagdes entre grupos foram feitas com o teste
ndo paramétrico de Mann-Whitney (N =3).....cccccceeveiiieii e

Imunomarcacdo para UGT1A em astrécitos modulados por meio
condicionados por CEC e expostos a 20 uM de catecol por 72 h. A -
Astrocitos em meio DMEM HAM F12 com 5 x 10* M de HCI
(controle); B - Astrocitos em meio DMEM HAM F12 e 20 uM de
catecol; C - Astrocitos em MCCEC a 50% (v/v) e 20 uM de catecol; D -
Astrocitos em MCCEC 100% e 20 uM de catecol; E- Intensidade de
fluorescéncia (UGT1A6) por numero de astrocitos. Comparagdes entre
grupos foram feitas com o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.
Dados obtidos em triplicata. Setas amarelas (—) apontando pontes
cromossOmicas e setas brancas apontando micronicleos. Microscopia
confocal. Barra equivalente a 50,1 JM......ccccovieiiiinieienee e,

Expressdo de UGT1A6 em astrdcitos. A: - Astrécitos em meio DMEM
HAM F12 com 5 x 10® M de HCI (controle); Astrécitos em meio
DMEMHAM F12 e 20 uM de catecol por 72 h; Astrocitos em MCCEC a
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Figura 39

Figura 40

Figura 41

Figura 42

Figura 43

50% (v/v) e 20 uM de catecol; Astrocitos em MCCEC 100% tratados
com 20 uM de catecol; B, Imagem do western blotting mostrando a
expressdo da UGT1AG de astrocitos na exposi¢do ao catecol e modulados
por CEC (5 ng de proteinas/po¢o). A B-actina foi utilizada como proteina
controle da deposigdo. Comparacgdes entre grupos foram feitas com o
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Os dados representam a
mediana de cada grupo, obtida em testes independentes, n = 3.
Significancia estastistica (*) p < 0,01 comparada com o
(010 10 [ USSR OPTRTPRRRRS

Expressdo de gp-P em CEC moduladas com meio condicionado por
astrécitos expostos a 3000 uM de catecol por 72 h. A - Histogramas dos
grupos de tratamento: 1- CEC em DMEM HAM F12 com 5 x 10* M de
HCI (controle); 2 - CEC em meio DMEM HAM F12 e catecol; 3 - CEC
em MCAst 50% (v/v) e de catecol; 4 - CEC em MCAst 100% e 3000 uM
de catecol. B - Média de intensidade de fluorescéncia; C- Frequéncia de
células imunomarcadas para gp-P. Analise por citometria de fluxo. Teste
realizado em triplicata, andlise de distribuicdo ndo normal, teste de
Mann-Whitney. Significancia estatistica mostrada (*) p < 0,01.................

Modulacdo de gp-P em CEC com meio condicionado por astrdcitos
expostos a 3000 uM catecol por 72 h. A - CEC em DMEM HAM F12;
B- CEC em MCAst a 50%; C — CEC em MCAst a 100%; D — CEC e
catecol em DMEM HAM F12; E — CEC em MCAst a 50% e catecol; F —
CEC em McAst a 100% e catecol. Microscopia de fluorescéncia. Barra
equivalente @ 100 UM........ooiiiiiiiiieieee e

Imunocitoquimica para gp-P em CEC modulada com MCC6. A — CEC
em DMEM HAM F12; B — CEC em MCC6 50% (v/v); C — CEC em
MCC6 100%; Modulagéo por 72 h. Barra equivalente a 100 pm...............

Imunomarcacdo de gp-P em astrocitos expostos a 20 uM de catecol. A -
Histogramas dos grupos de tratamento: astrocitos em meio DMEM HAM
F12 com 5 x 10 M de HCI (controle); astrécitos em meio DMEM HAM
F12 e catecol; Astrocitos em MCCEC 50% (Vv/v) e catecol; Astrocitos em
MCCEC100% e catecol em MCCEC100%. B - Média de intensidade de
fluorescéncia da gp-P; C- Porcentagem dos astrocitos Imunomarcados
para gp-P. Analise por citometria de fluxo. Teste realizado em triplicata,
analise de distribuicdo ndo normal, teste de Mann-Whitney.......................

Imunomarcacdo para gp-P em astrocitos induzida por catecol: A -
Astrocitos em meio DMEM HAM F12 com 5 x 10* M de HCI; B -
Astrocitos em meio DMEM HAM F12 com 20 uM de catecol; C -
Astrocitos em MCCEC 50% (v/v) com 20 uM de catecol; D - Astrécitos
em MCCEC 100% com 20 pM de catecol; E - Intensidade de
fluorescéncia (gp-P) por numero de células astrécitos - Analise por
microscopia confocal. Dados obtidos em triplicata, distribuicdo néo
normal, teste de Mann-Whitney. Significancia estatistica (*) p < 0.01.......
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Figura 44

Figura 45

Figura 46

Figura 47

Figura 48

Espoliacdo de GSH pelo catecol a 3000 uM, por 72 h, em CEC. A - CEC
em meio DMEM HAM F12 com 5 x 10* M de HCI (controle); B - CEC
em meio DMEM HAM F12 e 1 mM de BSO; C- CEC exposta a catecol
em meio DMEM HAM F12; D - CEC em MCAst a 50% (v/v) e catecol,
E - CEC em MCAst a 100% e catecol. As imagens foram obtidas por
microscopia de fluorescéncia e sdo representativas de diferentes campos
da placa. Barra equivalente a 100 M.......c.ccoevveieiieneeiesie e

Espoliacdo de GSH pelo catecol a 600 uM por 72 h em GL-15 (teste
MCB). A - Células GL-15 em meio DMEM HAM F12 com 5 x 10* M
de HCI (controle negativo); B - Células GL-15 expostas a 1 mM de BSO
em meio DMEM HAM F12 (controle positivo); C- GL-15 expostas a
catecol em meio DMEM HAM F12; D - GL-15 expostas a catecol em
MCCEC 50% (v/v); E - As GL-15 expostas a catecol em MCCEC a
100%. As imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia séo
representativas de diferentes campos da placa. A barra corresponde a 100

Espoliacdo do GSH pelo catecol em GL15 na interacdo paracrina com
CEC em cocultivo. A - GL15 em meio DMEM HAM F12 com 5 x 10™
de M HCI (controle) na presenca de CEC; B - GL-15 expostas a 1 mM de
BSO, inserto sem CEC; C - GL-15 expostas a 600 uM de catecol, inserto
sem CEC; D - GL-15 expostas a 600 uM de catecol, inserto com CEC.
As imagens foram obtidas por microscopia de fluorescéncia e séo
representativas de diferentes campos. A barra corresponde a 100 pm.......

Fragmentacdo nuclear em CEC expostas ao catecol. Nucleos marcados
com Gel red (teste de cometa). A - CEC em DMEM HAM F12 com 5 x
10* M de HCI (controle); B - CEC em meio DMEM HAM F12 expostas
a luz UV por 1 h (controle positivo); C - CEC em meio DMEM HAM
F12 e 3000 uM de catecol; D - CEC em MCAst 50% (v/v) e 3000 uM de
catecol; E - CEC em MCAst 100% e 3000 uM de catecol. Exposi¢éo por
72 h. Imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia. Seta branca
mostra ponte cromossomica; seta vermelha aponta aglomerados
nucleares e seta amarela mostra formacdo de cometa. Barra equivalente a

Danos em DNA de astrocitos expostas ao catecol. NGcleos marcados com
Gel red (teste de cometa). A - Astrécitos em meio DMEM HAM F12
expostos a luz UV por 1 h (controle positivo); B - Astrécitos em meio
DMEM HAM F12 expostos a 50 uM de H,O; por 1 h (controle positivo);
C Astrécitos em DMEM HAM F12 com 5 x 10* M de HCI (controle); D
- Astrocitos em meio DMEM HAM F12 expostos a 40 uM de catecol; E
- Astrécitos em MCCEC 50% (v/v) expostos a 40 uM de catecol; F -
Astrocitos em MCCEC 100% expostos a 40 uM de catecol. Exposicao
por 72 h. Imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia. Barra
equivalente @ 100 JUM.......ooiiiiiiiiieeie e
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Figura 49

Figura 50

Figura 51

Figura 52

Figura 53

Figura 54

Figura 55

Figura 56

Genoprotecdo em astrocitos pelo MCCEC mediante danos pelo catecol.
Astrécitos em DMEM HAM F12 com 5 x 10* M de HCI (controle);
Astrocitos em meio DMEM HAM F12 expostos a 40 uM de catecol;
Astrécitos em MCCEC 50% (v/v) expostos a 40 pM de catecol;
Astrocitos em MCCEC 100% expostos a 40 uM de catecol. Exposicao
por 72 h. Anélise de distribuicdo ndo normal, teste de Mann-Whitney.
Significancia *** P < 0,0001 comparado com 0 grupo tatado com catecol
EM DMEM HAM FL2......oo ettt

Medidas de TEER em CEC. e CECs cultivadas em DMEM HAM
F12/EGM; m CEC em MCast 50% ¢ A CEC em MCAst 100%. n=3
experimentos de cultura de células independentes. Comparagdes entre
dois grupos foram feitas com o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney...

Imunocitoquimica para Fator VIII de vonWillebrand em CEC moduladas
com MCAst e 3000 uM de catecol por 72 h. A - CEC em DMEM HAM
F12; B- CEC em DMEM HAM F12 e catecol; C — CEC em 50% em
MCAst 50% e catecol; D — CEC em MCAst 100% e catecol..
Microscopia de fluorescéncia. Barra equivalente a 100 pm...........ccccoeuee.

Catecol induz expresssdo de ocludina em CEC apés 72 h. A — CEC
cultivadas em DMEM HAM F12; B — CEC cultivadas em MCAst 50%
(v/v); C — CEC cultivadas em MCAst 100%; D — CEC em 3000 puM de
catecol e DMEM HAM F12; E - CEC expostas a 3000 uM de catecol em
MCAst 50% (v/v); F - CEC expostas a 3000 uM de catecol em MCAst
100%; Imunocitoquimica para ocludina (vermelho) e DAPI maracador de
nacleos (azul). Microcospia de fluorescéncia. Barra equivalente a 100

Expressdo dos genes da B-actina e HPRT em astrocitos controles ou
infectados por Nc. A - Expressdo génica da B-actina e B - Expressao
génica da HPRT, Analise por qQRT-PCR.........cccccovevivviveiicceee e

Expressdo relativa de gene do TNF e IL-10 em astrécitos, normalizada
para a expressdo mediana do gene de HPRT em astrocitos ndo infectados
e astrdcitos infectados com Nc. A - Expressdo génica de TNF e B -
Expresséo génica de 1L-10. Analise por qRT-PCR........ccccoceviiiiiininnnnnns

Expresséo dos genes dos fatores neurotroficos GDNF, NGF e BDNF em
astrécitos. Expressao normalizada para a expressdo mediana do gene da
HPRT em astrdcitos (controles ou contaminados com Nc). A - Expresséo
génica de GDNF; B - Expressao génica de NGF; C - Expressdo génica de
BDNF. Analise por qRT-PCR........cccoiiiiiiiiceeeee e

Expressdo dos genes B-actina e HPRT em CEC de ratos. Células em
meio condicionado de astrocitos infectados por Nc (MCAst-Nc)
comparando com células cultivadas em meio condicionado de astrocitos
ndo infectados (MCAst). A - Expressdo génica de HPRT; B - expressao
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Figura 57

Figura 58

Figura 59

Figura 60

génica de B-actina. Analise por gRT-PCR........cccccoiiniiiiiniiee e

Expressdo relativa de gene de TNF em CEC. Celulas em meio
condicionado de astrdcitos infectados por Nc (MCAst-Nc), comparando
com celulas cultivadas em meio condicionado de astrocitos néao
infectados (MCAst). Analise por gRT-PCR........cccceiiviieiiiecece e

Avaliacdo da expressdo relativa dos genes de GDNF, NGF e BDNF.
Células em CEC tratadas com meio condicionado de astrécitos infectados
por Nc (MCAst-Nc) comparando com células cultivadas em meio
condicionado de astrécitos ndo infectados (MCAst). A - Expressdo
génica de GDNF; B - Expressao génica de NGF; C - Expressdo génica de
BDNF - Andlise por qRT-PCR........ccoiiiiiiiere e,

Modulagdo de ocludina em CEC em meio condicionado de astrocitos
infectados por Nc. A - CEC em 50% (v/v) em MCAst; B - CEC
cultivada em 100% de MCAst; C - CEC cultivada em 50% (v/v) MCAst-
Nc; D - CEC cultivada em 100% MCAst-Nc; Exposicdo por 72 h.
Imunocitoquimica observada por microscopia de fluorescéncia. Barra
equivalente @ 100 [M......ooiiiiiiiiiiieiee e

Possiveis sitios de ligacdo da serina na alca externa da glicoproteina P de
organismo Mus musculus http://www.rcsb.org). Apds ligagdo do
anticorpo, a molécula muda de conformacdo e fecha a abertura
intramembranar. A tripsina cliva a al¢a externa, dificultando a ligagéo do
anticorpo (modificado de Loo and Clarke, 2016)...........cccccvevveeveieeriesnnenne.

132

132

133

134

144



Tabela 1:
Tabela 2:
Tabela 3:
Tabela 4:
Tabela 5:

LISTA DE TABELAS

Anticorpos utilizados na imunocitoquimica
Genes alvos utilizados nas analises de gRT-PCR
Tipo de morte celular - CEC

Tipo de morte celular - Astrécitos

Classificacdo do padrdo de fragmentacdo de DNA

59
70
101
105
124



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

20HE2 2-hidroxiestradiol

40HE2 4-hidroxiestradiol

ARTN Artemina

ATP Adenosina trifosfato

BDNF Fator neurotréfico derivado do cérebro
BHE Barreira Hematoencefalica

BSA Soro albumina bovina

BSO Butionina S-sulfoxamina

CASK Proteina Cinase com Serina Ca®* dependente
CEC Células endoteliais cerebrais

COMT Catecol-0-metiltransferase

CYP450 Citocromo P450

DAPI 4',6-Diamidino-2-fenilindol

DMEM Eagle Modificado Por Dubelcco
EDTA Acido etilenediaminotetracetico

EGM Meio de Crescimento Endotelial
EGTA Acido etileno glicol-bis[2-aminoetileter]-N, N, N’ N'-tetraacetico
EROS Espécies Reativa de oxigénio

FA Fosfatase alcalina

FITC Isotiocianato de Fluoresceina

GDNF Fator Neutrofico Derivado da Glia
GDNFR-al Receptor de GDNF alfa 1

GFAP Proteina Glial Fibrilar Acida

GFL Familia de Ligantes de GDNF

GL-15 Glioblastoma humano

gp-P Glicoproteina P

GR Glutationa redutase

GS Glutamina Sintetase

GSH Glutation na forma reduzida

GSH-Px Glutationa peroxidase



GSSG Glutation na forma oxidada

GST Glutation S-Transferase

GSTn Glutationa S-transferase pi

HBSS Solucéao Balanceada de Hank's

HCI Acido cloridrico

HEPES Acido 2-[4-(2-hidroxietil) piperazin-1-il] etanossulfonico
HPAs Hidrocarbonetos Poliaromaticos

HPRT Hipoxantina Fosforribosil Transferase

IL-10 Interleucina-10

IL-1B Interleucina 1beta

IP lodeto de propidio

IPASE Inibidor de preotease

JAMs Moléculas de Adesdo Juncional

KCL Cloreto de potéassio

LAT1 Largos Aminoacidos Neutros

MAO Monoamina oxidase

MCAst Meio Condicionado por Astrécitos

MCAst-Nc Meio Condicionado por Astrdcitos infectados por Neospora caninum
MCB Monoclorobimano

MCC6 Meio condicionado por glioma murino

MCCEC Meio Condicionado por Células Endoteliais Cerebrais
MCMG Meio Condicionado por Microglia
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1.1 INTRODUCAO

1.2 A BARREIRA HEMATOENCEFALICA E MULTIFUNCIONAL

O mistério envolvendo a funcgéo e interacdo entre células endoteliais e astrocitos para
manter a integridade do sistema nervoso central motiva ac6es de pesquisadores desde o final
do século XIX quando a barreira hematoencefélica ficou evidente para 0 mundo.

A barreira hematoencefalica (BHE) foi apontada pela primeira vez por Paul Ehrlich
(1885), quando ele observou a limitacdo cinética do corante histoldgico entre o sangue e
cérebro. Com a evolucgdo das descobertas sobre a BHE foi possivel entender que ela é mais
que uma barreira fisica que limita a passagem das moléculas para o cérebro, possuindo outros
importantes fatores limitantes tais como, caracteristicas fisico-quimicas, presenca de proteinas
transportadoras ABC (do inglés, ATP binding cassett) cujo mecanismo de transporte é ATP-
dependente, de proteinas de resisténcia a multidrogas e um sistema enzimatico metabolizador
(EL-BACHA e MINN, 1999; LAQUINTANA et al., 2009). Adicionalmente, tem o perfil de
modular as reacdes de células fagociticas nos mecanismos de protecdo imunoldgica e
bloquear o recrutamento e entrada de leucocitos no ambiente cerebral (ABBOTT, 2005;
ENGELHARDT e SOROKIN, 2009).

A barreira fisica é formada por monocamada de células endoteliais cerebrais (CEC)
que formam os capilares. Estas células sdo envolvidas pelos pés terminais astrociticos, em
grande maioria, e pericitos sendo rodeadas por outras células gliais, como microglia (Bresgen
et al., 2006). As células endotelias sdo interconectadas por proteinas que formam um
complexo de juncBes aderentes e ocludentes ("tight juntions") e de proteinas transmembranas,
transportadoras e receptoras que fazem o controle rigoroso de trocas idnicas e restricdo da
dindmica de substancias entre o sangue e o cérebro (ABBOTT et al., 2006).

Fazem parte das proteinas de juncdo da BHE o grupo das ocludinas, claudinas (as
claudinas 1-3, 5 e 12) e as moleculas de adesé@o juncional (JAM). As claudinas e ocludinas
estdo envolvidas na manutencdo da BHE e s@o responsaveis pela regulacdo da resisténcia
elétrica transendotelial (TEER). O dominio carboxi C-terminal da ocludina é capaz de fazer a
a ligacdo do citoesqueleto com a familia das proteinas de zona de oclusdo (ZO-1, ZO-2, ZO-
3) principalmente com ZO-1, permitindo maior oclusdo da BHE. Entre as principais JAM
expressas no endotélio cerebral estdo as JAM-1 (JAM-A), JAM-3 (JAM-B) e JAM-C. Estas

proteinas de adesdo juncional sdo moléculas ligantes de imunoglobulinas e sdo responsaveis
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pela formacdo e manutencdo das proteinas das jungdes ocludentes (WOLBURG e
LIPPOLDT, 2002; ABBOTT, 2005; HAWKINS e DAVIS, 2005; ABBOTT et al., 2006).

A barreira hematoencefalica é também constituida de uma barreira ativa pela presenca
de proteinas de membrana das CEC e células gliais envolvidas no transporte de moléculas e
sinalizacdo intracelular. Participam da barreira ativa, as moléculas vasculares endoteliais
caderinas que séo interligadas no citoesqueleto com as cateninas (a-catenina, f-catenina e y~-
catenina) sinalizando a abertura da BHE (PAOLINELLI et al.,, 2011) e as proteinas
transmembranares tais como as carreadoras de glicose (KUCHLER-BOPP et al., 1999), o
sistema de transporte de L-aminoacidos neutros grandes (PATEL et al., 2014), as serinas
cinases dependentes de Ca®* (CASK), do transporte de efluxo dependentes de ATP, com gasto
de energia, tais como a glicoproteina P (gp-P), e proteina 1 multi-PDZ (MUPP1) (ABBOTT
et al., 2006).

As juncdes epiteliais aderentes e de oclusdo separam a monocamada em dois
compartimentos distintos, a por¢do luminal em contato com o sangue e a porgdo abluminal
intracerebral (VAN MEER E SIMONS, 1986), forcando o trdfego de moléculas pela rota
transcelular, ao invés de paracelular como na maioria das células endoteliais. A rota
transcelular limita a entrada de muitas substancias, permitindo apenas moléculas lipofilicas,
como barbituricos, etanol e pequenas moléculas gasosas, tais como O, e CO, (ABBOTT et al.,
2006). Estas jungdes também fazem o controle do influxo e efluxo de ions, por exemplo Na* e
CI', de modo que aumenta a TEER acima de 50 vezes, comparando este parametro com o do
endotélio periférico (ABBOTT et al., 2006). H& também proteinas receptoras de farmacos e
xenobidticos, que regulam a sinalizacdo de moléculas, como guanosina trifosfato hidrolases
(GTPAse) (E.C. 3.6.5.2.) e outros reguladores de proteina G, permitindo ou restringindo o
influxo idnico e aporte nutricional ao cérebro ou simplesmente desencadeando sinalizagdes
intracelulares a partir da interacdo entre os dominios cataliticos ativados e proteinas
citoplasmaticas numa cascata de sinalizacdo (ABBOTT et al., 2006). Moléculas que
reconhecem sitios ativos destas proteinas, a exemplo da nicotina e hidrocarbonetos
poliaromaticos (HPAS) as ativam, promovendo alteracdo na permeabilidade de membrana por
inibirem a transcricdo de genes das proteinas de oclusdo, (HUTAMEKALIN et al., 2008), o
que facilita a entrada de tais substancias no cérebro.

A BHE possui um sistema endocitico escasso, porém é abundante em enzimas
degradativas que aceleram a biotransformacdo das moléculas que adentram a barreira,
limitando a entrada de substancias nocivas no cérebro (ABBOTT e REVEST, 1991). A
funcdo fisioldgica é manter a homeostase por seletividade no transporte de nutrientes e
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substancias enddgenas importantes ao funcionamento cerebral e de excluir metabolitos
toxicos e xenobioticos (TSUKITA et al., 2001). No entanto, algumas moléculas ao serem
detoxificadas geram metabdlitos reativos que podem conduzir aos mecanismos de danos e
perda do equilibrio orgéanico, levando a doencas do sistema nervoso central (SNC).

As células endoteliais cerebrais ndo possuem poros, nem fenestras, 0 que permite a
passagem de moléculas apenas pela membrana plasmatica e citosol (ABBOTT et al., 2006). O
sistema de transporte de moléculas através da membrana endotelial da BHE pode ser dividido
em duas categorias: difusdo passiva e transporte mediado por carreadores, com gasto de
adenosina trifosfato (ATP).

O sistema de transporte enddgeno envolve exocitose carreada por receptor, transporte
facilitado mediado por carreador e transporte ativo, dependente de ATP (LAQUINTANA et
al., 2009). Sdo também incluidos varios complexos proteicos neste processo, tais como
receptores de insulina, transferrina, lipoproteinas, aminoacidos, transportadores de solutos, de
anions e cations organicos, entre outros (GAILLARD et al., 2005; HAWKINS et al., 2006; DI
et al., 2009).

A expressdao de transportadores € controlada pela necessidade de otimizacao
excepcional do aporte de substancias essenciais ao bom funcionamento do cérebro e com
intuito inverso para remogdo de substancias toxicas ou desnecessarias no sentido contrério.
Dependendo da localizagao celular destes transportadores, na membrana apical ou basolateral
nas CEC, substratos enddgenos e drogas anticancer sdo exocitados do cérebro (ITO et al.,
2005; LAQUINTANA et al.,, 2009). A gp-P, um produto do gene MDR1, possui 1280
aminoacidos e peso molecular 170 kDa, é capaz de transportar para fora do SNC, anions
lipofilicos e moléculas de estruturas variadas, conferindo funcdo quimioprotetora a BHE
(BUNGERT et al., 2001; HUBER, 2010). Esta localizada predominantemente na membrana
plasmatica apical da célula e funciona como uma bomba de efluxo na porcéo apical da BHE e
bombeia enorme variedade de drogas anticancer para a circulagdo sistémica, caracterizando a
resisténcia de drogas como paclitaxel, topotecan e antraciclinas (Demeule et al., 2002).
Inibidores de gpP, como o enantidmero (R)-verapamil e ciclosporina A, sdo utilizados
associados a quimioterapia para aumentar a permeabilidade da BHE a antineoplasicos
(BREEDVELD et al., 2006).

Os astrocitos também expressam proteinas de efluxo, fazendo assim parte da barreira
ativa. O transporte ativo dependente de ATP envolve a gp-P e a familia de proteinas
associadas a resisténcia a multidrogas (MRP1) (EL-BACHA e MINN, 1999; KRUH e
BELINSKY, 2003).
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Além da barreira fisica e do sistema de transporte, ha a barreira metabolica formada
pelas enzimas citosdlicas e microssdmicas das CEC e astrocitos que metabolizam as
moléculas permedveis & membrana, reconhecidas como substratos (HEDLUND et al., 2001).
As moléculas que atravessam a membrana por difusdo passiva tém carater relativamente
lipofilico e baixo peso molecular (PARDRIDGE, 2003) e podem ser substratos das enzimas

detoxificadoras que constituem a barreira metab6lica (ABBOTT, 2013).
1.3 MECANISMOS DETOXIFICADORES DA BHE

A barreira metabodlica é constituida por enzimas antioxidantes e detoxificadoras,
envolvidas no metabolismo de drogas e poluentes, sendo mais expressas nas regides do
cérebro onde a barreira fisica é inexistente ou pouco eficaz, como o bulbo olfativo, cortex e
plexo coroide (GRADINARU et al., 1999; HEYDEL et al., 2001).

As reacdes de oxidacdo, reducdo e hidrolises constituem a fase |1 do metabolismo dos
xenobidticos, geram grupamentos funcionais polares nas moléculas. Os metabolitos da fase I,
por sua vez podem ser substratos das enzimas que constituem a fase Il, ou enzimas de
conjugacdo, gque catalisam a reacdo de conjugacdo destas moléculas a compostos altamente
polares, exemplo do acido glucurdnico e glutation reduzido (GSH). A adi¢do, modificacdo ou
transferéncia destes grupos polares aos xenobiGticos aumenta sua hidrossolubilidade,
facilitando a excre¢do. Estas moléculas conjugadas séo bombeadas para fora do cérebro pelos
transportadores ABC anteriormente citados e que constituem a fase 111 do metabolismo dos
xenobioticos, facilitando a excre¢do e impedindo o acumulo no compartimento cerebral, o que
poderia causar danos (ROSS et al., 2009).

Ao tentar biotransformar as moléculas, a exemplo do catecol, o sistema microssémico
pode aumentar a producdo de metabdlitos intermediarios, como as semiquinonas e espécies
reativas de oxigénio (ERO), envolvendo principalmente reacdo de oxidorreducdo catalisada
pelo sistema de monooxigenases microssémicas. Este sistema € composto por enzimas da
familia do citocromo P450 (CIP; EC 1.14.14.1), dependentes do potencial redox no estado de
transicdo do fon Ferro (Fe*’/Fe*®) da porcdo heme, funcionando em associacdo com a
NADPH-CIP redutase (E.C. 1.6.2.4) (ZANGAR et al., 2004).

Enzimas como a UDP-glucuronosiltransferase (UGT; EC 2.4.1.17) estdo envolvidas
na fase Il do metabolismo de moléculas exdgenas com acgdo farmacoldgica e séo
superexpressas em regides do cérebro onde a barreira fisica é pouco eficaz, como no bulbo

olfatério (GRADINARU et al., 1999). A glucuroconjungagdo é o principal caminho



34

detoxificador da fase I, onde o glucuronato € transferido de uma molécula de uridina 5'-
difosfato (UDP) para 0 xenobidtico nas membranas localizadas no reticulo endoplasmético
(NISHIYAMA et al., 2008). A UGT catalisa a transferéncia do acido glucurdnico para
hidroxilas fenolicas dos catecéis, impedindo a formacdo de semiquinonas e quinonas
responsaveis por induzir fragmentacdo do DNA (PICADA et al., 2003). A isoforma UGT1A6
ja foi detectada em neurdénios e astrocitos de ratos (ABBOTT et al., 2006).

Outro grupo de enzimas com importante papel na fase Il de biotransformacdo de
farmacos e xenobioticos sdo as sulfotransferases (RUIJTERS et al., 2016) e glutation S-
transferase (GST; EC 2.5.1.18). Muitas isoformas de GST, como GSTpi, sdo encontradas na
BHE fazendo conjugacdo do GSH a xenobidtico contribuindo para os mecanismos de
resisténcia a drogas e a ineficicia na terapia anticancer (SAU et al., 2010; SHAWAHNA et
al., 2013).

Alguns farmacos de acdo no SNC sdo catecdis, por exemplo a apomorfina, que
adquirem perfis citotoxicos dose dependentes ao serem oxidados (EL-BACHA et al., 1999).
A oxidagdo microssdbmica é uma via metabdlica com funcdo detoxificadora e os produtos
radicalares gerados, quinonas e ERO, podem ligar-se covalentemente com DNA, proteinas e
lipideos (ZANGAR et al., 2004; SETSHEDI et al., 2010). Os prdéprios lipideos de membrana,
especialmente os constituidos de acidos graxos poli-insaturados, por serem abundantes no
sistema bioldgico, sdo susceptiveis a oxidacdo e sdo alvos frequentes das espécies oxidantes
(TSUCHIYA et al., 2004; HARDWICK et al., 2009). Isso pode ser potencializado quando o
sistema antioxidante (enzimas e vitaminas antioxidantes) ndo consegue anular as espécies
radicalares, prevalecendo o estresse oxidativo (SAKAI et al., 2003; WILLCOX et al., 2004).

Os danos produzidos durante o estresse oxidativo na barreira protetora do cérebro,
pela producdo aumentada de espécies reativas provenientes do metabolismo ou do processo
inflamatdrio, resultam no aumento da permeabilidade passiva de drogas e xenobioticos para o
SNC (BAYOL-DENIZOT et al., 2000). Substancias toxicas, ex. piridostigmina e N,N-dietil-
m-toluamida, em ratos submetidos a estresse, também alteraram a permeabilidade de
membrana por reducdo na expressao de proteinas de juncdo produzidas especificamente por
células endoteliais cerebrais para o fechamento da barreira (ABDEL-RAHMAN et al., 2002).

Embora a variedade e quantidade de enzimas metabolizadoras no cérebro sejam menor
quando comparadas com o figado, a concentracdo de isoformas especificas de CIP em
diferentes tipos de células no cérebro € crucial no impacto do metabolismo local
(LAGRANGE et al., 1999; HEDLUND et al., 2001). Vérias outras enzimas constituem o pool
enzimético das CEC em altas concentra¢cdes quando comparadas com endotélio periférico, a
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exemplo a y-glutamil transpeptidase (GGT, EC 2.3.2.2), a fosfatase alcalina (FA, EC 3.1.3.1),
a monoamina oxidase (MAO, EC 1.4.3.4), a catecol-0-metiltransferase (COMT, EC 2.1.1.6),
a butirilcolinesterase (EC 3.1.1.8) e a acido aromatico descarboxilase (EC 4.1.1.26) (WITT et
al., 2001). Além disso, a idade parece ser determinante na eficacia detoxificadora da barreira
metabolica, principalmente na fase do desenvolvimento do individuo (SAUNDERS et al.,
2014) quando a barreira fisica ainda possui permeabilidade aumentada seja por necessidade
fisioldgica ou por imaturidade funcional.

A regulacdo da expressdo génica, a inducdo e inibicdo da atividade de isoformas de
enzimas do metabolismo, a exemplo de CIP, modulando a eficicia da BHE aos compostos
enddgenos e exdgenos tém um importante papel sobre a sinalizagdo intercelular, sobre os
resultados terapéuticos e no desenvolvimento de doengas (MIKSYS et al., 2003; MEYER et
al., 2007; FERGUSON e TYNDALE, 2011).

Por outro lado, inibir ou inativar isoformas de enzimas detoxificadoras pode
representar um papel importante na quimioprotecdo. A formacdo de adutos de 8-
metoxipsoraleno com a isoforma de CIPLA13 conduz a inativagcdo competitiva da apoproteina
P450 (VON WEYMARN et al., 2005). Esta isoforma esta envolvida na bioativacdo de
carcindgenos do cigarro. A acgdo inibitoria enzimatica sobre a isoforma de enzima da fase Il
da biotransformagédo, como a GSTpi, uma enzima super expressa em tumores cerebrais e
responsavel pela resisténcia de varios quimioterapicos, pode ter uma importante a¢do sobre o
tratamento de tumores (GROSSMAN, 2009).

Foi mostrado que fatores neurotroficos, ex. fator neurotréfico derivado da glia (do
inglés, glial cell-derived neurotrophic factor GDNF), também estimulam a expressdo e
atividades de enzimas antioxidantes como glutation peroxidase (Gpx) (E.C. 1.11.1.9) e
superdxido dismutase (E.C.1.15.1.1), numa interrelacdo com o estresse oxidativo (WU et al.,
2014). Em outro esudo, o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF, do inglés Brain
Derived Neurotrophic Factor), foi utilizado como marcador de dano, no estresse oxidativo,
com deteccdo no sangue (VELLUCCI et al., 2001; KAPCZINSKI et al., 2008). Alteracdes
nos niveis dos fatores neurotroficos podem levar a desordem metabodlica (KRABBE et al.,
2007; LIU et al., 2016) e a doengas neurodegenerativas (BUDNI et al., 2015; MANSUR et al.,
2016).

A eficacia da BHE em selecionar a entrada de substancias no cérebro é determinada
pela dindmica da barreira fisica e ativa e sobretudo pelo poder detoxificador da barreira
metabolica. O transporte transcelular de moléculas, ex. drogas, através da BHE pode ser

ineficaz por agéo do sistema metabolizador presente nos capilares cerebrais. Onde a barreira
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fisica é falha, a barreira metabolica € mais reforcada por aumento da expressdo de enzimas
metabolizadoras de drogas e ativacdo do sistema de transporte da fase Ill (BAYOL-
DENIZOT et al., 2000).

Estratégias de permeabilidade da BHE vém sendo utilizadas para facilitar a entrega de
farmacos no SNC, como modulacdo de transportadores de transferrina (TfR-12) e utilizacédo
de lipossomas carreando peptideos (LI-MIN et al., 2017). Outro estudo propde a abertura da
BHE mediada por ultrassom, em modelo ovino, para terapia da Doenca de Alzheimer
(PELEKANOS et al., 2018).

1.3 FATORES NEUROTROFICOS

Os fatores neurotroficos sao classificados didaticamente em trés grupos: neurotrofinas
(NT), superfamilia de fator de crescimento tumoral (TGF-p) e citocinas neurotréficas.

As NT sdo peptideos (~13 Kda) altamente preservados que sdo secretados para
desenvolver fungdes importantes sobre o crescimento, a diferenciacdo, mielinizagdo,
plasticidade, sinapse e sobrevivéncia neuronal (BARBACID, 1995). Sao sintetizadas como
proteinas precursoras e sdo biologicamente ativadas por metaloproteases através de
fragmentacdo proteolitica (LEE et al., 2001). H& quatro diferentes neurotrofinas: fator de
crescimento do nervo (do inglés, nerve growth factor NGF), o BDNF, as neurotrofinas NT-3
e NT-4/5 (NT-5 € homdlogo a NT-4 de Xenopus) (ERNFORS et al., 1990; BERKEMEIER et
al., 1991).

Estas pequenas proteinas sdo sintetizadas como pré-peptideos e posteriormente
modificadas para a forma madura contendo trés cadeias interligadas por pontes dissulfeto
(BRADSHAW et al., 1993). Séo reconhecidas por receptores de baixa afinidade, a exemplo
de NGFR (ou pT75"™), que reconhecem todos os membros da familia NT e os receptores de
alta afinidade do tipo topomiosina relacionada a cinase (TrK) (ASSIMAKOPOULOU et al.,
2007), especificos para dimeros de NT em tecido neuronal. Existem trés classes desses
receptores Trk: TrkA, TrkB e TrkC, com seletividade para cada NT (DENKINS et al., 2004;
DAVIS et al.,, 2015). O complexo resultante da ligacdo das NT ao receptor resulta em
dimerizacdo destes receptores com trans auto fosforilacdo e ativacdo da sinalizagdo
intracelular via ativadores da proteina cinase de mitose/regulador extracelular de sinal
(Ras/ERK) e proteina cinase B/fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-cinase (Akt/PI13K), uma via
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de sobrevivéncia celular. TrkB é o receptor com maior seletividade para o ligante do BDNF
(DENKINS et al., 2004).

O BDNF é uma NT abundante e bem distribuida no SNC, em concentra¢cdes mais
elevadas no hipocampo, cerebelo e cortex (DAVIS et al., 2015). E um membro da familia de
genes que codifica peptideos responsaveis pela sobrevivéncia, crescimento e manutencéo dos
neurdnios (KOLAROW et al., 2014). Esta NT é sintetizada como pro-peptideo (pro-BDNF)
que por protedlise é transformado na forma madura ativa (GERENU et al., 2017). O pro-
BDNF se liga ao receptor p75™'" e sua forma madura se liga aos receptores Trk. Alteracdes
de BNDF estdo correlacionadas com doencas neuroldgicas, tais como depressédo, epilepsia,
doenca de Alzheimer, Huntington e Parkinson (MOTAMEDI et al., 2017).

O NGF € uma glicoproteina resultante da clivagem de proNGF e se apresenta sob 3
formas: a) a-NGF ¢ a forma inativa, b) B-NGF ¢ a forma biologicamente ativa e c¢) y-NGF é
precursor da forma madura, predominante no SNC (FAHNESTOCK et al.,, 2001). Sao

NTR
5

reconhecidas por trés tipos de receptores, o TrkA, o pT7 e sortilina. A acdo agonista de

NGF sobre TrkA ativa sobrevivéncia celular. A acdo agonista de proNGF sobre o receptor
sortilina associado pT75"'™®
(NYKJAER et al., 2004).

A familia dos ligantes de GDNF (RICKERT et al., 2014) pertence a superfamilia de
TGF-beta e consiste em quatro fatores neurotroficos estruturalmente relacionados e
interligados, o0 GDNF, neuroturina (NRTN), artemina (ARTN), e persefina (PSPN). A

sinalizacdo de GDNF é mediada por um receptor com dois componentes com dominio ligante

induz os efeitos neurotdxicos que ativam a morte celular

a € um dominio de transducdo de sinal RET. O receptor € expresso principalmente em
neurbnios. No entanto este receptor ja foi detectado em cultura priméaria de microglia e
neurdnio de substancia nigra, em condicdes fisioldgicas (HONDA et al., 1999) e em pacientes
com doenca de Parkinson (WALKER et al., 1998).

Em equilibrio, os fatores neurotroficos parecem ter essencial fungcdo para a
manutencdo do sistema bioldgico, no entanto qualquer mudanca nos niveis basais pode
promover alteracOes estruturais, metabolicas e funcionais sobre o SNC e contribuir com a
patogénese de varias doencas neurodegenerativas, como Parkinson, desordem bipolar,
envelhecimento, doenca de Alzheimer e esquizofrenia (BUDNI et al., 2015; MANSUR et al.,
2016; ALl et al., 2017). Mecanismo de acdo de NT regulando heparinase foi relacionado com
invasdo metastatica cerebral de melanoma (DENKINS et al., 2004).
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1.4 PERDA DA HOMEOSTASE E NEOPLASIAS CEREBRAIS

Na perda de homeostase, durante a acdo ou ineficacia dos mecanismos de prote¢éo ou
ainda, falhas no mecanismo de reparo de lesdes, surgem muitas doencas neurodegenerativas e
cancer. A patogénese do cancer € desencadeada a partir de alteracbes na sequéncia e
organizacao do genoma celular que variam de uma simples substituicdo de um nucleotideo a
aberragOes cromossomicas grosseiras.

O evento crucial e significante do ponto da malignidade é uma alteracdo gendmica,
aduto de DNA, que resulta numa ligeira troca de aminoacidos nas proteinas ou na substituicdo
de um Unico aminoécido (LEHRBACH et al., 2003; SHILOH, 2003). Amplificacdes génicas
e delecbes foram detectadas em 22 amostras de pacientes com glioblastoma multiforme
(PARSONS et al., 2008). Tais alteracbes no DNA podem ser causadas por substancias
enddgenas, como hormdnios e produtos radicalares provenientes de oxidacdo de lipidios e
acucares, ou exdgenas, como radiacdo ionizante, mutagenos quimicos e/ou bioldgicos (TSAI
et al., 2005).

Os tumores cerebrais sdo neoplasias caracterizadas pelo crescimento celular
desordenado e anormal de células genomicamente afetadas, sendo denominados conforme
origem celular como meningiomas, gliomas (glioblastoma multiforme, astrocitomas,
oligodendrogliomas e ependimomas) e meduloblastoma (KLEIHUES et al., 2002). Dentre
eles, o glioblastoma, classificado entre os tumores neuroepiteliais, é a forma mais comum de
tumor primario do SNC e destaca-se por ser altamente agressivo devido a mutacdes
progressivas e muito invasivo, reduzindo a sobrevida do paciente, o que leva a morte em
poucos meses apds o diagndstico (STUPP et al., 2008; CASTRO et al., 2011).

O glioblastoma multiforme é o glioma de grau mais elevado, corresponde ao grau IV
conforme a Organizacdo Mundial de Saldde, com predominante diferenciacdo de células
astrocitarias com hiperplasia microvascular e/ou pontos de necrose (ZHANG et al., 2012).
Devido ao prognostico ruim, a eficacia terapéutica é determinante para a sobrevida do
paciente (DEORAH et al., 2006; WEN; KESARI, 2008; GROSSMAN, 2009).

Os principais tratamentos, atualmente preconizados como primeira escolha, incluem
procedimentos cirurgicos para resseccdo maxima do tumor, seguidos de sistema de
quimioterapia baseado no uso de agentes alquilantes tais como carmustina (BACOLOD et al.,
2002), lomustina e temozolomida, associados a radioterapia (STUPP et al., 2008). Estas
terapias pouco tém contribuido na evolucédo clinica dos pacientes (NAKADA et al., 2007),

talvez devido a agdo citostatica dos agentes antineoplésicos.
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Vérias alternativas terapéuticas tém sido estudadas na tentativa de diminuir a
progressdo tumoral, tanto envolvendo a dindmica molecular da tumorigénese por bloqueio de
receptores envolvidos na ativagao de vias oncogénicas ou antiangiogénicos, ou por inibicéo de
vias de transducédo de sinal (CHI et al., 2009; CASTRO et al., 2011; WICK et al., 2011). O
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de glioblastoma visa novos alvos
moleculares e agentes inibidores (JACOBS et al., 2011; BABU; ADAMSON, 2012). No
entanto, alguns fatores tém influenciado a eficacia terapéutica dos novos farmacos, tais como
efeitos colaterais agressivos, neurotoxicidade, mecanismos de resisténcia a multidrogas,
modulacdo de enzimas detoxificadoras por inducéo e inibicdo enzimatica e seletividade da
barreira hematoencefalica (WICK et al., 2011).

A imunoterapia tem sido apontada como uma terapia promissora em varios tipos de
tumores, no entanto a BHE limita a permeabilidade de anticorpos e mediadores imunes ao
cérebro (MULDOON et al., 2012). A formulacdo de anticorpos monoclonais direcionados ao
receptor (MADbs) esta sendo utilizada para aumentar penetracdo através da BHE, como o
exemplo do anticorpo contra receptor de insulina (HIRMADb), que foi desenvolvido com
ligacdo de alta afinidade (PARDRIDGE et al., 1995). Outro alvo para MAbs é o receptor de
lipoproteina de baixa densidade (LRP1) e transportadores de varios ligantes, a exemplo da -
sinucreina, através da BHE (SUI et al., 2014; LI et al., 2016). O angiopeg-2, um peptideo
ligante do LRP1, foi conjugado ao placlitaxel para facilitar a entrega deste Gltimo ao SNC
(DEMUELE et al., 2008). Diante da limitacdo da BHE, aguca-se ainda as expectativas nas
combinagbes de terapias antiangiogénicas e imunoterapia no tratamento de glioblastoma
(AMERATUNGA et al., 2018).

1.5 O CATECOL COMO MODELO DE DANO OXIDATIVO CEREBRAL

O 1,2-dihidroxibenzeno (catecol) é um metabdlito do benzeno, um monoaromatico
dispersado no ambiente pela industria petroquimica, presente em reveladores quimicos e na
gueima incompleta de material organico. A estrutura quimica do catecol também esta presente
em neutransmissores como as catecolaminas, que ao serem degradadas por oxidases, a
exemplo da MAO, formam moléculas reativas passiveis de gerarem quinonas
(NAPOLITANO et al., 2011).

No sistema bioldgico, outro grupo de biomoléculas classificadas como horménios,

por exemplo o estrogeno, também geram metabdlitos que sdo catecdis. O catabolismo é
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iniciado quando o estrogeno B-estradiol E2 é oxidado a catecol estrogeno, a 2-hidroxiestradiol
e 4-hidroxiestradiol, por acdo da enzima CIP através das isoformas da fase | CIP1Al e
CIP1B1 (DAWLING et al., 2004). Estas isoformas de CIP450 fazem a conversdo do
estrogénio em semiquinonas e quinonas que reconhecem sitios de ligacdo em
desoxinucleotideos, gerando adutos de DNA, ponto de partida para carcinogénese, quando
estas lesbes ndo sdo reparadas (YAGER; LIEHR, 1996; HACHEY et al., 2003; VILANOVA
etal., 2017).

Quinonas sdo metabolitos altamente citotoxicos por participarem do ciclo de
oxidacdo e reducdo (ciclo redox) entre quinonas e hidroquinonas, formando radicais
semiquinona e originando espécies reativas de oxigénio (ERO) como anion superdxido e
radical hidroxil em vérias etapas do metabolismo (ver figura 1) (BOLTON et al., 2000;
MELIKIAN et al., 2008).

A oxidacdo de catecolaminas, a exemplo de dopamina e noradrenalina, conduz a
formacdo de orto-quinonas (ITO et al., 2016), metabolitos reativos que se ligam a
biomoléculas nucleofilicas, como bases de DNA, formando adutos de DNA-quinonas,
hidrogénios bis-alilicos de cadeia carbdnica de &cidos graxos, induzindo peroxidacéo lipidica
e residuos de cisteinas ou outros tidis, das proteinas e do glutation, conduzindo a espoliacdo
de GSH (EISENHOFER et al., 2004; BELOUS et al., 2007). O catecol na concentracdo de
600 UM levou a espoliacdo de GSH e induziu fragmentagédo e condensacdo nuclear em GL-
15, ap6s 24 h de exposicdo (DE OLIVEIRA et al., 2010). As orto-quinonas de dopamina
sofrem ciclizacdo gerando aminocromo e pigmentos feomelandmicos (ZAFAR et al., 2006;
BISAGLIA et al., 2010). Os adutos de cisteina oxidados também dao origem a pigmentos
feomelandmicos (WAKAMATSU et al., 2014). Um dano oxidativo decorrente do
catabolismo excessivo de catecolaminas esta envolvido na patogénese do mal de Parkinson
(MELO et al., 2011; NAPOLITANO et al., 2011). O estresse oxidativo, além de aumentar a
quantidade de proteinas oxidadas, como a a-sinucleina, também pode conduzir a necrose

neuronal por peroxidacao lipidica.
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Figura 1. Formagdo do catecol, quinonas e superdxidos a partir do benzeno. Modificado de
MELIKIAN et al., 2013.

Na presenca de metais e oxigénio, o catecol é oxidado transferindo um elétron para o
oxigénio molecular formando superdxido (O,) e em seguida o peroxido de hidrogénio e
radical hidroxil (*OH). A citotoxicidade do catecol em células de glioblastoma humano, in
vitro, foi relacionada com aumento de O, e quinonas (PEREIRA, 2004). A quantidade de
radicais de oxigénio formadas pela auto-oxidacdo do 3-metilcatecol é reduzida pela enzima
antioxidante, a superoxido dismutase (BARRETO et al.,, 2007). Outro mecanismo de
citotoxicidade proposto foi a inibicdo do complexo Il da cadeia respiratoria mitocondrial,
associada a flavina adenina dinucleotideo reduzida (FADH;) (BARRETO et al., 2005). O
efeito acumulativo de lesdes oxidativas pode conduzir ao envelhecimento precoce.

As hidroquinonas geradas tém seus grupos hidroxil reconhecidos por enzimas que
catalisam conjugacdo com glucuronideo ou sulfato, conduzindo a detoxificacéo.

As enzimas da fase 11 do metabolismo tém importante papel na redugdo de danos por
estes metabdlitos reativos. As GST fazem a conjugacdo de GSH a quinonas, reduzindo a
ligagéo destas espécies reativas com 0 DNA (STRANGE et al., 2001; HACHEY et al., 2003).
A catecol-O-metiltransferase, catalisa a metilacdo do catecol estrégeno formando o
metoxiestrogeno, impedindo a formacdo de quinonas estrégenos (DAWLING et al., 2001). A
utilizacdo de modelos de BHE pode contribuir para que melhor se entenda a resposta da

barreira metabdlica frente ao dano induzido pelos catecdis, a interacdo entre células que a
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compdem, mecanismos envolvidos em doencas do SNC, bem como o desenvolvimento de
drogas como prototipos terapéuticos que precisam atravessar a barreira para desencadear a
acéo farmacologica.

1.6 INFECCAO POR NEOSPORA COMO MODELO DE DANO CEREBRAL

Neospora caninum (Nc) é um protozoério coccidio intracelular obrigatério, que possui
tropismo pelo tecido do SNC e induz alteracbes neuromusculares em varias espécies de
animais. Taquizoitas de Nc proliferam rapidamente no citoplasma levando ao rompimento da
membrana celular. Este parasito, do filo Apicomplexa, vem sendo estudado pelo grupo de
pesquisa do LabNq sob a coordenacdo da profa. Dra. Maria de Fatima Costa e constitui um
modelo préatico de invasdo de patdgeno sobre células do SNC, como neurdnios e glia.

Culturas primarias de astrécitos de ratos infectados por Nc produzem citocinas e TNF-
a e liberam um radical neurotoxico, o 6xido nitrico (NO), em 24 e 72 horas apés inicio da
infeccdo (PINHEIRO et al., 2006b).

A infeccdo por Nc promove alteracbes morfolégicas e metabolicas em cultura
astroglial nas primeiras 24 h, aumentando a atividade da lactato desidrogenases e a liberacéo
de IL-10, sugerindo que a hipertrofia e a resposta imune astroglial contribuem para a
invasividade parasitaria (PINHEIRO et al., 2006a). Apesar da atividade da lactato
desidrogenase ser indicativo de hipoxia, o parasito ndo altera a atividade mitocondrial,
preservando a maquinaria produtora de energia do hospedeiro (PINHEIRO et al., 2007). Além
disso, células gliais infectadas por Nc apresentam reatividade aumentada e liberam grande
quantidade de IL-6 e IL-10, consequentemente favorecendo o ambiente ao parasito e ao
mesmo tempo controlando o crescimento dos taquizoitas devido o aumento na liberacdo de
TNF-0 e NO (PINHEIRO et al., 2010).

Em cocultura de neurdnio-glia previamente estimulada com interferon e em seguida
infectadas com Nc, ocorreu liberacdo de IL-10 e preservacdo neural, porém sem alterar
producdo de NO (JESUS et al., 2014). Faz-se necessario entender os mecanismos utilizados

pelo parasito para modular as células e atravessar a BHE.
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1.7 CULTURA DE CELULAS ENDOTELIAIS CEREBRAIS E GLIAIS COMO
MODELO DE BHE

Culturas de células endoteliais cerebrais e gliais vém sendo alvo de estudos de
permeabilidade de drogas pela BHE, no desenvolvimento de tecnologias aplicadas a
neurociéncia e no entendimento de doengas que atingem o SNC.

As células cerebrais de ratos sdo relativamente faceis de serem obtidas, no entanto a
utilizacdo de células de animais em experimentos é uma pratica em controle do comité de
ética no uso de animais (CEUA), porém necessaria na simulacdo de um SNC real. A maior
preocupacdo no momento é desenvolver estratégias de reducdo no uso de animais, visando a
otimizacdo do cultivo. O melhoramento do método de conservacdo destas células em
congelamento e imortalizacdo celular tem objetivo de obter linhagens com caracteristicas
fenotipicas e genotipicas preservadas. Culturas priméarias de CEC em baixas passagens
mantém muitas propriedades biolégicas e morfoldgicas da BHE, in vitro, como a expressao de
enzimas metabolizadoras, de proteinas de juncdo e liberacdo de antigenos (CECCHELLI et
al., 2007).

As CEC sdo as principais constituintes da BHE. Estas células crescem sobre filme de
colageno, simulando 1dmina basal que € construida de laminina, fibronectina e varios tipos de
colagenos. Estas células possuem um elucidado complexo proteico estrutural e funcional de
impedimento estérico espacial e ativo que regula a entrada de substancias no cérebro e um
sistema de defesa antioxidante eficaz (HAORAH et al., 2011). Ja ficou comprovada a
expressdo de genes que codificam proteinas de efluxo, como as MDR, responsaveis pela
quimiorresisténcia de drogas, enzimas responsaveis pelo metabolismo de farmacos e
xenobidticos, como as isoformas de CIP (DAUCHY et al., 2008), além de enzimas envolvidas
no metabolismo de lipidios, proteinas e catecolaminas (EL-BACHA e MINN, 1999
LAGRANGE et al., 1999).

Dentre as células gliais, os astrécitos sofrem alteragfes gendmicas irreparaveis e
irreversiveis conduzindo as caracteristicas neoplasicas, os astrocitomas. Sendo o glioblastoma
multiforme a forma mais agressiva de glioma. Linhagens de glioblastoma ja foram
caracterizadas a partir de glioblastoma multiforme humano. Apresentam bom crescimento,
duplicacdo de 30 a 48 h, uma manutencdo facilitada com reprodutibilidade de resultados
(BOCCHINI, 1991).

Existem varios modelos de BHE, envolvendo culturas primarias de CEC humanas, de

boi, de rato, de camundongos. CEC de ratos imortalizadas por transfec¢do de plasmideo com



44

0 gene E1A de adenovirus com adicdo de gene que confere resisténcia ao aminoglicosideo
geneticina de Simiar virus, foram cultivadas em insertos com colageno sobre células murinas
de glioma (LAGRANGE et al., 1999). As CEC de humanos, denominadas HCEC e as hBEC,
transfectadas com plasmideo com o gene E1A de adenovirus com adicéo de gene que confere
resisténcia ao aminoglicosideo geneticina também foram usadas em modelos de BHE
(KANNAN et al., 2000; WASSMER et al., 2006). Outro modelo usou CEC de camundongos,
bEnd5, e humanas, a hCMEC/D3, imortalizadas por ativagédo do caminho canbnico de Wnt-f3-
catenina (PAOLINELLI et al., 2011). Mais recentemente surgiram os modelos de BHE
utilizando CEC transfectadas com antigeno T de Simiar virus 40, sensivel a temperatura em
cocultivo com astrécitos (SANO et al.,, 2010; KAMIICHI et al., 2012). Sdo poucos 0s
trabalhos envolvendo cultura priméaria de CEC de rato.

Culturas mistas de células gliais permitem um ambiente de comunicacdo entre estas
células na defesa contra os danos e sao utilizadas para avaliar respostas inflamatorias,
citotdxicas a xenobioticos, imunoldgicas e antioxidantes (LOSCIUTO et al., 2012).

As células interagem entre si através de sinalizacdo paracrina, enddcrina, sinaptica ou
dependente do contato. A sinalizacdo paracrina depende de sinais liberados no espaco
extracelular e atua localmente sobre as células proximas. Na interacdo paracrina, as moléculas
sinalizadoras agem como mediadores locais, tais como fatores de crescimento, citocinas, e
outras, por sua ligacdo a receptores das células vizinhas de diferentes tipos, modificando as
respostas das células-alvo (ALBERT, 2010).

Estudos mostram que células endoteliais cerebrais e gliais respondem de maneira
diferente ao dano, em cultura mista, quando comparadas em culturas isoladas (WILLS 2011,
LOSCIUTO et al. 2012), emergindo assim a hipdtese que a interagdo paracrina entre as CEC e
astrocitos modifica a resposta destas células aos xenobi6ticos e invasores patogénicos, in
vitro, quando comparada as respostas delas isoladamente.

Entender a interacdo das células gliais com as CEC e a modulagdo dos mecanismos
detoxificadores pode contribuir para ampliar o conhecimento sobre os tumores e para um
avango importante no desenvolvimento de novos alvos moleculares para a terapia destes.
Além disso, pode contribuir com tecnologias que facilitam o desenvolvimento de modelos de
BHE.
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2. OBJETIVO GERAL
Avaliar a interacdo paracrina entre celulas endoteliais e gliais-em modelo in vitro de

BHE, em condicdes fisioldgicas e patologicas.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1 - Avaliar a interacdo paracrina entre as células (CEC e astrocitos; CEC e C6; CEC e

microglia), induzindo alteracdes morfoldgicas nestas.

2 - Avaliar a citotoxicidade e a expressao de citocinas em astrocitos isolados expostos

ao catecol.

3 - Avaliar a interacdo entre CEC e astrocitos durante exposicdo ao catecol,
observando sua citotoxicidade e alteragGes na expressédo de GSTpi, UGT1AG6 e gp-P.

4 - Determinar a interacdo paracrina entre astrocitos e CEC e entre GL-15 e CEC, na

espoliacdo de GSH induzida pelo catecol.

5 - Verificar a interacdo paracrina de CEC e astrocitos na fragmentacdo de DNA

induzida por catecol.

6 — Verificar a interacdo paracrina entre CEC e astrocitos sobre as caracteristicas da

barreira fisica.

7 - Avaliar a interagdo parécrina entre CEC e astrocitos infectados por Nc na
modulacéo da expressdo dos genes das citocinas IL-10, TNF e fatores neurotroficos em CEC.
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3 METODOLOGIA

3.1 MODELO DE ESTUDO E SUMULA EXPERIMENTAL

Estudo de experimentagdo in vitro envolvendo celulas do SNC de origem animal (rato
Wistar) em cultura primaria e linhagens de células humanas (GL-15) e murinas (C6). O uso
de animais na execucdo do projeto teve a aprovagdo pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA), protocolo numero 067/2014 (Anexo 1) e os animais foram provenientes do
biotério do Laboratorio de Neurociéncias do Instituto de Ciéncias da Salde, Universidade
Federal da Bahia.

Para entender a interacdo paracrina entre as CEC e células gliais (astrécitos, microglia
e glioma) modulando os mecanismos detoxificadores da BHE, em condigdes fisioldgicas,
inicialmente foi avaliada a influéncia das células gliais no sentido de induzirem alteragdes
morfologicas nas CEC, refletindo no fechamento da monocamada endotelial (analise por
microscopia de constraste de fase). Foi também avaliada a influéncia da microglia sobre
astrocitos isolados, mediante o dano induzido pelo catecol (teste do brometo de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolina (MTT), imunocitoquimica e gRT-PCR). Na etapa
seguinte foi verificada a inducdo da resisténcia a toxicidade do catecol em CEC pelas células
gliais e o contrario, a inducdo de resisténcia a toxicidade do catecol em astrdcitos, por inducéo
parécrina de CEC, in vitro, utilizando cultivo priméario de CEC de ratos Wistar adultos (teste
de MTT). O protocolo de isolamento das CEC foi como descrito em Bayol-Denizot (Bayol-
Denizot et al, 2000) com modificacdes e de astrdcitos obtidos de ratos recém-nascidos como
descrito por Cookson e Pentreath et al., 1994, com modificacGes. Para entender a funcgéo
metabolica das células na barreira protetora do cérebro, foi verificada a interacéo entre CEC e
astrocitos sobre a expressdo de enzimas envolvidas na fase 1l do metabolismo de farmacos e
xenobidticos, as isoformas UGT1A6, GSTpi e a glicoproteina (bomba de efluxo) envolvida na
fase Ill, a gp-P (analises por citometria de fluxo, imunocitoquimica e Western blot). Para
verificar a interacdo celular mediante o dano, foi avaliada a espoliacdo de GSH pelo catecol
em CEC moduladas por meio condiconado por astrocitos (MCAst), em GL-15 na presenca de
meio condicionado por CEC (MCCEC) e em GL-15 em cocultura com CEC (teste de
monoclorobimano). A genotoxicidade induzida pelo catecol foi avaliada em CEC moduladas
por MCAst e astrocitos modulados por MCCEC (Teste de cometa). O fechamento da
monocamada endotelial foi verificado pela medida da resistencia elétrica transendotelial
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(TEER) usando um voltimetro e imunomarcagdo para ocludina, uma proteina de juncdo da
BHE.

Para entender a modulacéo intercelular em condicbes patoldgicas, foi verificado se
CEC tornam as células GL-15 de glioblastoma humano mais resistentes a espoliacdo de GSH
induzida pelo catecol. Por fim, foi verificada a expressdo dos genes de citocinas (FNT-a e IL-
10) e de genes de fatores neurotréficos (BDNF, GDNF e NGF) em astrocitos infectados com
Nc e em CEC moduladas com meio condicionado de astrocitos infectados por Nc (analises
por qRT-PCR).

3.2 ISOLAMENTO DE COLAGENO DE CAUDA DE RATOS

O colageno foi isolado de caudas de ratos Wistar adulto, obtido a partir de adaptacbes
feitas no protocolo (RAJAN et al., 2006). As caudas foram higienizadas em hipoclorito a 2%.
A pele foi removida, os tendbes foram previamente pesados e em seguida imergidos em
alcool a 70% por 10 minutos para assepsia. Para remocdo do colageno, os tenddes foram
imersos em 250 mL de &cido acético a 0,5 M para cada 1g de tenddo, com agitacdo durante 72
horas a 4°C. Apds este periodo, 0 homogenato gelatinoso foi centrifugado a 10000 g por 30
min., a 4°C. Ao sobrenadante foi adicionado 1,9 L de NaCl a 10% (m/v), pré-esfriado, 1L
para cada 4g de cauda, para precipitacdo a temperatura de 4°C, por 12 h. No dia seguinte, o
material solivel rico em colageno foi removido por centrifugacdo a 10000 g, por 30 min., a
4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 800 mL de &cido
acético a 0,25 M, mantido sob agitacdo até dissolver o colageno, a 4°C. Apds dissolver o
colageno, foi realizado dialise contra acido acético diluido 1:1000 (1 mL por 1000 mL, v/v)
utilizando uma membrana MW 12-14000 Da (Sigma® Aldrich, St. Louis, U.S.A), na
temperatura constante de 4°C por trés dias consecutivos, trocando o tampéo duas vezes ao dia,
para purificacdo do colageno. Apos obtencédo do colageno, foi realizada dosagem de proteina
(item 3.11) e foi analisado o grau de pureza por eletroforese em gel comparando as bandas
com colageno tipo | de rato, comercial (Sigma® Aldrich, St. Louis, U.S.A). Foi esterilizado
por centrifugacdo a 17000 g, por 1 h, a 4°C, e envasamento estéril, mantidos na temperatura
de 4-8°C.

3.3 CULTURA CELULAR

3.3.1 Meios de cultura e solucdes
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3.3.1.1 Meio Eagle Modificado por Dubelcco (DMEM) HAM F12

(Life Tecnologies, Grand Island, NY); suplementado com 35 mM de bicarbonato de
sodio (Sigma® Aldrich, St. Louis, U.S.A); 100 U/mL penicilina e 100 pg/mL estreptomicina
(Life Tecnologies, Grand Island, NY); Soro Fetal Bovino (SFB) a 10% (v/v) ( Life
Tecnologies, Grand Island, NY).

3.3.1.2 Meio de crescimento endotelial (EGM)/DMEM HAM F12
O Meio de crescimento endotelial suplementado com EBM Bullet kit (Lonza
CC3162) foi adicionado ao meio DMEM HAM F12 suplementado (item 3.3.1.1) na
proporcéo de 50% (v/v). Composicdo do EBM Bullet kit:
0,02 mL de soro fetal bovino
5 ng/mL de fator de crescimento epidérmico, células nervosas e epiteliais
10 ng/mL de fator de crescimento de fibroblasto basico - recombinante humano
20 ng/mL de fator de crescimento insulina ligado (long R3 IGF-1)
0,5 ng/mL de fator de crescimento endotelial vascular 165 - recombinante
humano
1 pg/mL de &cido ascorbico
0,2 pg/mL hidrocortisona

3.3.1.3 Meio Eagle modificado por Dubelcco
(DMEM) suplementado com 44 mM de bicarbonato de sddio; 100 U/mL penicilina e
100 png/mL estreptomicina; 10 % (v/v) de Soro Fetal Bovino (SFB).

3.3.1.4 Solucdo de Hank's (do inglés, Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) 1x
concentrado
1,2 mM de cloreto de calcio (CaCl)
0,49 mM de cloreto de magnésio (MgCl)
0,40 mM de sulfato de magnésio (MgSQO,)
5,3 mM de cloreto de potéassio (KCI)
0,4 mM de fosfato de potassio monobaésico (KH,POy)
4,1 mM de bicarbonato de sddio (NaHCO3))
137 mM de cloreto de sddio (NaCl)
0,4 mM de fosfato de sddio dibasico (HNa;POy,)


https://www.thermofisher.com/ht/en/home/life-science/cell-culture/mammalian-cell-culture/reagents/balanced-salt-solutions/hbss-hanks-balanced-salt-solution.html
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5,5 mM de dextrose (CgH120¢)

3.3.1.5 Gradiente de Percol
Percol (Sigma® Aldrich, St. Louis, U.S.A)/HBSS 2x concentrado 1:1 (v/v),
centrifugacdo de 1 hora, a 17000 g.

3.3.1.6 Solucéo de Lise
Duodecil sulfato de sédio 200 g/L em dimetilformamida a 50%. Foi ajustado o pH

para 4,7 com solucdo acida (690 mM de &cido cloridrico (HCI) em &cido acético a 80%).

3.3.1.7 Solucéo Salina Tamponada (SST)
150 mM de NaCl.
4 mM de KCI.
3,15 mM de CaCl,.
5 mM de glicose.
15 mM de HEPES.
Ajustar o pH para 7,4.

3.3.2 Isolamento de células endoteliais cerebrais de ratos

As culturas primarias puras de células endoteliais cerebrais foram obtidas de ratos
Wistar, machos, jovens adultos, de 200-300 g, de acordo com (BAYOL-DENIZOT et al.,
2000) com modificagdes realizadas no Laboratério de Neuroquimica e Biologia Celular
(LabNg). Os ratos sdo mortos por decapitacdo, em seguida os cérebros sdo rapidamente
removidos, apds craniotomia em campo estéril, e resfriados no meio de homogeneizacdo
DMEM HAM F12 suplementado, sem soro, de 0 a -2 °C. Os cortices foram suavemente
homogeneizados (em homogeneizador de Dounce) em meio de DMEM HAM F12
suplementado, sem SFB (item 3.3.1.1), centrifugados a 600 g por 5 minutos, a 4 °C, a massa
precipitada foi ressuspendida em uma solucdo de 1 mg/mL de colagenase (EC 3.4.24.7)
/dispase (EC 3.4.24.4) diluida em igual meio anteriormente descrito, para dissociacdo
enzimatica por uma hora, a 37 °C. Em seguida, 0 homogenato foi novamente centrifugado a
1000 g, a 4 °C por 10 minutos. O sedimento obtido foi ressuspendido em 26 % (v/v) de
solugéo de SFB em HBSS (item 3.3.1.4) 1x concentrado. Agitar vigorosamente por 1 minuto

e em seguida, centrifugar a 2500 g por 10 minutos, a 4 °C. Ao sedimento obtido, foi
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adicionado 1 mg/mL de solucdo de colagenase/dispase e incubado por 3 horas, a 37 °C, sob
agitacdo leve. Apds periodo de incubacdo, o homogenato foi centrifugado a 1000 g por 5
minutos, a 4 °C. Para separar as CEC, o sedimento obtido foi dissolvido em 2 mL de HBSS
1x e adicionado sobre o gradiente de Percol (item 3.3.1.5), em seguida foi centrifugado a
2000 g por 15 minutos. As CEC foram entdo, homogeneizadas em meio DMEM HAM F12
suplementado (item 3.3.1.1) e distribuidas para cultivo em garrafas com superficie de 75 cm?
cobertas com 20 pg/cm? de colageno de cauda de rato para expansdo celular, a 37 °C em
incubadora com 5 % de CO, A primeira troca de meio foi realizada com 24 horas e as trocas

seguintes a cada 48 h, até confluéncia celular.

3.3.2.1 Padronizacéo da cultura de CEC

O protocolo de isolamento das CEC foi ajustado em 4 pontos:

a) Reducéo do tempo de dissociacao enzimatica;

b) Remocgédo do soro obtido dos ratos na etapa inicial do cultivo, devido a
citotoxicidade do citrato de sédio e inadequacdo com outro anticoagulante;

c) substituicdo do dextran por SFB a 26 %;

d) Adicao de meio de cultivo, proprio para células endoteliais, 0 EGM-2, constituido
de suplementos que estimulam o crescimento.

Para que as CEC adquiram as alteracdes morfoldgicas esperadas em cultivo, a
dissociacdo celular precisa ser moderada, preservando microvasos para iniciar as col6nias de

crescimento celular. Os microvasos desaparecem com a formacao da monocamada celular.

3.3.2.2 Cultivo de células endoteliais cerebrais em EGM/DMEM HAM F12

No dia seguinte ao isolamento das CEC, o meio de cultivo foi substituido por
EGM/DMEM HAM F12 1:1 v/v (item 3.3.1.2), realizou-se trocas desse meio a cada 48 h, até
confluéncia. Para os experimentos, as celulas foram lavadas com PBS (2 vezes) e em seguida
foram mantidas em DMEM HAM F12 por 24 h. O meio condicionado por CEC (MCCEC) foi
obtido das culturas semiconfluentes dessas celulas em DMEM HAM F12 suplementado, apds
24 h de cultivo. Apos este periodo, o meio foi removido da cultura, centrifugado a 532 g, 10
min, para remogdo de possiveis células remanescentes e/ou debris celulares. As células foram

plaqueadas para os experimentos na densidade de 3,1 x 10 células/cm?.
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3.3.3 Isolamento de mistura glial de ratos

A mistura glial priméria de ratos Wistar foi obtida conforme método descrito por
(COOKSON E PENTREATH, 1994), com adaptacdes feitas pelo LabNg. Apds o nascimento
(0 a 48 horas), os animais foram sacrificados por decapitacdo e craniotomia, 0s cortices
cerebrais foram removidos e dissecados em campo estéril. As meninges foram descartadas, 0s
cartices foram submetidos a dissocia¢do celular mecanica com auxilio de pipeta de Pasteur de
vidro, em meio de cultura sem SFB, gelado (item 3.3.1.3), em seguida foi centrifugado a 2000
g, por 10 minutos, a 4°C. A suspenséo celular em meio de cultivo (item 3.3.1.1) foi distribuida
em garrafas de 75 cm?, mantidas a 37 °C em incubadora com ambiente Gimido com 5 % de
CO..

3.3.3.1 Cultura de astrdcitos sem microglia (Protocolo 1)

Para obter cultura pura dos astrdcitos, as células foram isoladas como descrito no item
3.3.3, em seguida foram ressuspendidas em meio DMEM HAM F12 suplementado, e
cultivadas em ambiente com 5 % de CO,, a 37 °C. Apos 48 horas de cultivo, as garrafas
contendo as células foram fortemente agitadas para remocdo da microglia, 0 meio foi
descartado e em seguidas as células foram lavadas duas vezes com PBS. As trocas do meio
foram realizadas a cada 48 h até obter confluéncia celular. O grau de pureza das células foi
determinado por imunocitoguimica para GFAP (proteina glial fibrilar &cida), um marcador de
filamentos citoplasmaticos de astrécitos, e CD11 b/c anticorpo contra OX42 identificador de
microglia.

O meio condicionado por astrocitos (MCAst) foi obtido das culturas semiconfluentes
dessas células em DMEM HAM F12 apo6s 24 h. Apos este periodo de cultivo, o meio foi
removido da cultura, centrifugado a 532 g, por 10 min, para remocdo de possiveis células

remanescentes e/ou debris celulares.

3.3.3.2 Cultura glial para obtencéo de astrécitos isolados (Protocolo 2) e microglia

As células gliais de ratos foram obtidas como descrito no item 3.3.3; foram cultivadas
em meio DMEM HAM F12 suplementado com 10 % (v/v) de SFB (item 3.3.1.1) em
ambiente com 5 % de CO,, a 37 °C. A cultura glial foi mantida sem troca de meio até obter
confluéncia celular. Apo6s confluéncia, a microglia foi removida conforme protocolo de

MECHA et al. (2011), por agitacdo mecénica da garrafa de cultura da mistura glial, em
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equipamento SHAKER, a 200 rpm, por 3 h. Ap0s este periodo, 0 meio de cultivo foi removido
da cultura para obter duas culturas celulares: cultura de microglia e cultura de astrécitos (P2).
Para obter a cultura de microglia, apds agitacdo mecanica da cultura glial, o meio de cultivo
contendo-a foi removido da garrafa, centrifugado a 1000 g por 10 minutos. O sedimentado
celular foi ressupendido em meio DMEM HAM F12 suplementado (item 3.3.1.1), semeadas
em placas de cultivo de 10 cm de diametro e cultivadas a 37 °C, em estufa com 5 % de COs,
com troca de meio a cada 48 h, até semiconfluéncia da monocamada celular. O meio
condicionado por microglia (MCMG) foi obtido por exposicao destas células ao meio DMEM
HAM F12 suplementado por 24 h. Apos este periodo, 0 meio condicionado foi removido, em
seguida foi centrifugado a 532 g, por 10 min., para remocao de debris celulares ou possiveis
celulas soltas.

Os astrocitos que ficaram aderidos na garrafa foram lavados com 5 mL de PBS (duas
vezes), em seguida foi adicionado um novo meio de cultivo DMEM HAM F12 suplementado.
Estas células foram cultivadas em estufa com 5 % de CO, a 37 °C, por cinco dias
consecutivos até a realizacdo do experimento, com agitacdo manual da garrafa antes das
trocas do meio, a cada 48 horas. O grau de pureza das células foi determinado por

imunocaracterizacdo de GFAP e OX-42.

3.3.4 Cultura de linhagem de glioma murino

As células de glioma murino (C6) foram cultivadas em meio DMEM HAM F12
suplementado (item 3.3.1.1), distribuidas em placa de 10 cm de didmetro especifica para
cultivo celular, incubadas em estufa com 5% de CO,, a 37°C. O meio de cultivo foi trocado a
cada 48 horas, o subcultivo foi realizado com intervalo maximo até 12 passagens. O meio
condicionado por C6 (MCC6) foi obtido por exposicao destas células em semiconfluéncia ao
meio DMEM HAM F12 suplementado por 24 h. Apos este periodo em cultivo, o MCC6 foi
centrifugado a 532 g, por 10 min, para remogéo de debris celulares ou possiveis células soltas,

acondicionado em frasco estéril para uso.

3.3.5 Cultura da linhagem GL-15 de glioblastoma humano
As células de glioblastoma foram cultivadas em meio DMEM HAM F12

suplementado (item 3.3.1.1) até confluéncia, semeadas em placa de 10 cm de diametro,
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especifica para cultivo celular, incubadas em estufa com 5% de CO,, a 37°C. Os subcultivos
foram realizados em intervalos até 10 passagens.
Todas as células da linhagem foram estocadas em nitrogénio liquido até o momento

do plagueamento.

3.3.6 Cultivo de CEC de rato e inducdo de alteracbes morfologicas por meio
condicionado

As CEC de ratos, obtidas como descrito no item 3.3.1, que estavam quiescentes em
cultivo por 20 dias em DMEM HAM F12, tiveram 0 meio de cultivo substituido pelo meio
condicionado por diferentes células: astrocitos (MCAst), microglia (MCMG) ou glioma
murino (MCC®6), obtidos conforme itens 3.3.3.1, 3.3.3.2 e 3.3.4, respectivamente. A troca dos
meios condicionados foi realizada a cada 48 horas até confluéncia celular. O desenvolvimento
da cultura foi acompanhado diariamente e a morfologia registrada em camera digital acoplada
ao microscopio de contraste de fase. Também foi realizada imunocitoquimica para determinar

fenotipos destas células (item 3.10).

3.4 AVALIACAO DA TOXICIDADE DO CATECOL SOBRE OS ASTROCITOS
EM DIFERENTES PROTOCOLOS DE CULTIVO

Para avaliar a citotoxicidade do catecol sobre os astrdcitos (itens 3.3.3.1 e 3.3.3.2), as
células foram removidas da garrafa ap6s adicdo de 2,5 g/L de tripsina/250 mg/L de &cido
etilenediaminotetracético (EDTA) em tampdo fosfato de sédio 0,01 M para realizar a
contagem celular com excluséo de células mortas com uso de azul de tripan. As células foram
distribuidas em placas de 96 pogos numa densidade de 3,1 x 10* células/cm?, e em seguida
foram mantidas em cultivo em meio DMEM HAM F12, em estufa de 75 cm? em ambiente
umido, com 5% de CO,, a 37°C. No dia seguinte ao plagueamento, 0 meio foi removido, as
células foram lavadas com PBS e em seguida foi adicionado novo meio de cultivo e catecol
nas concentragfes entre 10 e 2000 uM, para exposi¢do por 72 h. Um grupo de células foi
cultivado em meio DMEM HAM F12 sem catecol (controle) e em meio com 2 x 10 M de
HCI, correspondendo a dilui¢éo final do catecol (controle HCI).

Os testes foram realizados nos astrocitos isolados, provenientes dos dois cultivos,

utilizando as mesmas dilui¢des para os dois grupos em estudo: grupo P1 - astrocitos em
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cultivo com remocao precoce da microglia (item 3.3.3.1); grupo P2 - astrocitos obtidos de
cultivo com remocado tardia da microglia (item 3.3.3.2).

Apo6s o periodo de exposicdo ao catecol, o0 meio do cultivo foi removido para
determinar a  formacdo de quinonas  (moléculas altamente  citotoxicas),
espectrofotometricamente a 405 nm, como descrito (PEREIRA et al., 2004). Um novo meio

de cultivo foi adicionado para determinacéo da viabilidade celular (MTT), item 3.8.

3.4.1 Exposicao dos astrdcitos isolados P1 e P2 ao catecol - avaliacdo morfologica
e funcional.

Astrécitos obtidos de ambos os protocolos (itens 3.3.3.1 e 3.3.3.2), foram expostos a
100 e 300 uM de catecol em DMEM HAM F12 com e sem GSH a 3,5 mM, incubados em
atmosfera umida com 5 % de CO,, a 37°C, por 72 h. As células em DMEM HAM F12 sem
catecol foram utilizadas como controle. Apds 72 h de exposicao, as células foram fixadas com
paraformaldeido (PFA) a 4 % para imunocitoquimica para GFAP/OX-42 (item 3.10).

Em outro experimento, nas mesmas condi¢des anteriormente descritas, apés 72 h de
exposicao, o meio de cultura foi descartado e sobre as células foi adicionado 1 mL de Trizol®
(solucdo monofasica de fenol, isotiocianato de guanidina, e outros componentes com
propriedades que facilitam o isolamento de varias tipos de RNA de tamanho molecular
pequeno ou grande) conforme protocolo (CHOMCZYNSKI; SACCHI, 1987), para
dissociacdo do complexo nucleoproteina e analise dos genes de citocinas e fatores
neurotroficos por qRT-PCR (item 3.21).

3.5 AVALIACAO DA INTERACAO ENTRE MICROGLIA E ASTROCITOS
MEDIANTE DANO PELO CATECOL

Para avaliar a influéncia da microglia sobre os astrocitos (P1) cultivados sem
microglia (itens 3.3.3.1), as celulas foram removidas da garrafa apos adicdo de 2,5 g/L
tripsina/250 mg/L EDTA em tampao fosfato de sédio 0,01 M, pH 7,4, foi realizada contagem
celular com exclusao de células mortas com uso de azul de tripan e distribuidas em placas de
96 pocos, numa densidade de 3,1x10* células/cm?, em meio condicionado de microglia
(MCMG), em diferentes proporg¢des (20 e 50%). No dia seguinte ao plagueamento, o meio foi
removido, as células foram lavadas duas vezes com PBS e substituido por meio condicionado

(MCMG) e catecol nas concentracdes entre 10 e 2000 uM, sendo 2 grupos:
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Grupo 1 - Astrdcitos cultivados em meio condicionado por microglia 20% (v/v)

MCMG/DMEM HAM F12.

Grupo 2 - Astrocitos cultivados em meio condicionado por microglia 50% (v/v)

MCMG/DMEM HAM F12.

Para cada grupo, os astrocitos cultivados em meio DMEM HAM F12 sem catecol e
outro com 5x10™ M de HCI (solvente do catecol), foram utilizados como controle negativo.
As células foram mantidas em ambiente imido com 5% de CO,, a 37°C por 72 h. Apds o
tempo de exposicdo das células ao catecol, o meio foi removido para avaliagdo
espectrofotométrica da formacao de quinonas a 405 nm. Um novo meio de cultivo DMEM
HAM F12 suplementado, contendo 20% de solucdo de MTT (5mg/mL em PBS), foi

adicionado sobre as células para avaliagdo da viabilidade celular (item 3.8).

3.6 AVALIACAO DA RESPOSTA DE CEC NA RESISTENCIA A TOXICIDADE
DO CATECOL EM PRESENCA DE MCAst

Para avaliar a citotoxicidade do catecol sobre as CEC, estas foram semeadas numa
densidade de 3,1x10* células/cm®. No dia seguinte ao plaqueamento, as células foram lavadas
(duas vezes) com PBS e iniciou-se a exposi¢do ao catecol.

Para avaliar a capacidade de interacdo entre os astrocitos e CEC, na avaliacdo da
toxicidade do catecol nas concentracdes entre 30 e 6000 uM em CEC, in vitro, trés grupos
experimentais foram formados:

- As CEC em meio DMEM HAM F12;

- As CEC cultivadas em MCAst 50% (v/v);

- As CEC cultivadas em 100 % MCAst;

Para cada grupo acima, CEC cultivadas em meio DMEM HAM F12 sem catecol e em
meio DMEM HAM F12 com 5x10* M de HCI (solvente do catecol), foram utilizadas como
controle negativo. As células foram mantidas em ambiente imido com 5% de CO,, a 37°C por
72 h.

Ap0s periodo de incubagéo, a exposi¢do ao dano foi interrompida removendo 0 meio
de cultivo para determinar a formacdo de quinonas espectrofotometricamente a 405 nm
(PEREIRA et al., 2004). Um novo meio de cultivo foi adicionado a cultura para determinacéo

da viabilidade celular (ensaio de MTT, item 3.8).
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3.7 AVALIACAO DA RESPOSTA DOS ASTROCITOS NA RESISTENCIA A
TOXICIDADE INDUZIDA PELO CATECOL EM MEIO CONDICIONADO POR CEC

Para avaliar a interacdo entre CEC e astrocitos na toxicidade induzida pelo catecol nas
concentracdes entre 10 e 2000 uM em astrdcitos, in vitro, trés grupos experimentais foram
formados:

- Astrocitos em meio DMEM HAM F12;

- Astrocitos em 50% de MCCEC (v/v);

- Astrdcitos em MCCEC100 %j;

Para cada grupo, astrdcitos cultivados em meio DMEM HAM F12 sem catecol e em
meio com 5x10™ M de HCI (solvente do catecol) foram utilizados como controle negativo. As
celulas foram incubadas em ambiente Umido com 5% de CO,, a 37 °C. Ap6s 72 h de
incubacdo, o meio de cultivo foi removido das culturas para determinacdo da formacao de
quinonas (405 nm) (PEREIRA et al., 2004). Um novo meio DMEM HAM F12 foi adicionado

para determinacdo da viabilidade celular (ensaio de MTT, item 3.8).

3.8 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

Com o intuito de verificar a capacidade das desidrogenases mitocondriais converterem
0 MTT em formazan, mediante o dano oxidativo induzido pelas quinonas, apds as 72 horas de
incubacdo das células com catecol, o processo foi interrompido com a substituicdo do meio de
cultivo por outro contendo 1 mM de MTT. As placas contendo as células foram incubadas em
5% de CO,, a 37°C, por duas horas. Um poco com apenas meio de cultivo sem células foi
utilizado como branco. Neste periodo, por acdo das desidrogenases mitocondriais das células
viaveis, ocorre reducdo do MTT de cor amarela, em formazan de cor purpdrea, conforme a
capacidade de metabolizacdo das células e a concentragdo utilizada (Mosmann, 1983). Apos
duas horas, 0 meio contendo o MTT foi removido e foi adicionado 100 uL de solugéo de lise
(item 3.3.1.6). Para avaliar a formagdo do produto de formazan foi realizada a medida da
absorbancia no comprimento de onda de 595 nm, em leitor de microplacas (Thermo Plate,
modelo TP Reader - tipo B, Varioskan Flash Thermo Scientific), apds dissolver o precipitado
(12 horas).
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3.9 AVALIACAO DO EFEITO DO CATECOL NA EXPRESSAO DE OCLUDINA,
FATOR VIII, GSTpi, UGT1AG E gp-P EM CEC

Para determinar expressao de ocludina, fator VI, gp-P, GSTpi e UGT1A6 em CEC na
presenca do MCAst e catecol, as células foram cultivadas nas seguintes condicdes:

- As CEC em meio DMEM HAM F12;

- As CEC foram expostas a 3000 uM de catecol em meio DMEM HAM F12;

- As CEC foram expostas a 3000 uM de catecol em MCAst a 50% (v/v);

- As CEC foram expostas a 3000 uM de catecol em MCAst 100%;

Exposicéo por 72 h em estufa com atmosfera imida com 5% de CO,, a 37°C.

Para determinar a expressao de gp-P, GSTpi e UGT1A6 em astrécitos modulados com
MCCEC expostas ao catecol, o experimento envolveu 0s seguintes grupos:

- Astrdcitos em meio de cultivo DMEM HAM F12;

- Astrdcitos foram expostos a 20 uM de catecol em meio DMEM HAM F12;

- Astrocitos foram expostos a 20 uM de catecol em MCCEC 50% (v/v);

- Astrocitos foram expostos a 20 uM de catecol em MCCEC100 %;

Exposicao por 72 h em estufa com atmosfera tmida com 5% de CO,, a 37°C.

Apos tempo de exposicdo, as células foram fixadas na laminula com paraformaldeido
(PFA) a 4% para realizacdo de imunocitoquimica e anélise por microscopia de fluorescéncia

(item 3.10) e fixadas em suspensao para analise por citometria de fluxo.

3.10 IMUNOCITOQUIMICA
A imunomarcacdo de proteinas envolvidas no estudo foi baseada em protocolo
previamente publicado (ZINCHUK et al., 2009).

3.10.1 Fixacao das células

Ap0s tempo de exposicdo, o sobrenadante foi removido dos pogos, as células foram
lavadas (3 vezes) com PBS e para fixar as células foi adicionado 400 pL de PFA a 4%, a
temperatura ambiente por 20 minutos. Em seguida, o PFA foi removido, e as células foram
novamente lavadas (3 vezes) com 400 pL de PBS, por 5 minutos cada lavagem. As células

fixadas foram conservadas em PBS a temperatura de 4 a 8°C.
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3.10.2 Preparo das laminas e imunomarcacao

As células foram lavadas com 400 uL de PBS, o excesso de PBS foi removido, e em
seguida adicionado 100 pL de Triton X-100 a 0,3% por 15 minutos. Apos retirada do Triton
X-100 a 0,3%, as células foram lavadas com 400 pL de PBS (3 vezes), em seguida foram
incubadas com 200 pL de solugdo de albumina bovina (BSA) a 5% diluida em PBS por 1h a
temperatura ambiente. Decorrido o tempo, a solucdo de BSA/PBS foi removida e as células
fixadas foram incubadas com 40 pL da solugdo com anticorpo primario de interesse, mantidas
por no minimo 12 horas em camara umida a 4°C (importante para evitar a evaporacdo do
anticorpo). Na dupla marcagdo, simultaneamente, o0s anticorpos utilizados foram
desenvolvidos em espécies diferentes. O controle do anticorpo neste momento foi incubado sé
com PBS/BSA 1%.

No dia seguinte, ap6s incubacdo, as células foram lavadas (3 vezes) com PBS por 5
minutos cada lavagem, o excesso do liquido foi removido com o auxilio de um papel filtro.
Na sequencia, foi adicionado BSA a 1% em PBS nas laminulas e mantido por 20 min para
rebloquear a reacdo com os anticorpos. Foi adicionado sobre as células o anticorpo secundario
de interesse, diluido em BSA a 1% em PBS (Tabela 1), por 1h, protegido da luz (em camara
escura) a temperatura ambiente.

As células foram lavadas com PBS (trés vezes) e incubadas com intercalante de
nacleo, o 4,6-diamino 2-fenilindol (DAPI) por 5 minutos e em seguida foi realizada a
lavagem com PBS (3 vezes). As laminulas foram colocadas sobre laminas com adi¢do de N-
propilgalato para prevenir perda de fluorescéncia.

A analise das laminulas e as imagens foram obtidas através de microscopio de
fluorescéncia (Olympus BX 51 - URA2, San Jose, U.S.A.), com uso de camera digital e por
microscopia confocal em microscopio invertido (DM16000B) e software de deconvolucédo
AF6000B (Leica Microsystem). A intensidade de fluorescéncia foi quantificada diretamente
dos "stracks™ obtidos do microscopio confocal atraves do software Image J.
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Tabela 1: Anticorpos utilizados na imunocitoquimica

Anticorpo Primario Diluicéo Anticorpo Secundario Diluicdo| Funcéo
(marcador)

GFAP - coelho 1:300 | Bode Alexa fluor® 594 anti-coelho 1IgG | 1:500 | Astrécitos
[H&L] (cod A11012)

Glutamina sintetase - 1:500 | Bode Alexa fluor® 488 anti-coelho 1IgG | 1:500 | Astrécitos

coelho [H&L] A11008

OX-42 - camundongo 1:500 [Bode Alexa fluor® 488 anti- | 1:500 | Microglia
camundongo [H&L] cod 11001

Anti Fator VIII - frango 1:200 |[Bode Alexa fluor® 488 anti-frango | 1:500 Células
[H&L] Ab 150169 endoteliais

Anti UGT1AG6 - Coelho 1:500 [ Bode Alexa fluor® 594 anti-coelho 1gG | 1:500 | Isoforma
[H&L] cod A11012 UGT1A6

Anti Ocludina - 1:500 [(Bode Alexa fluor® 594 anti- [ 1:500 | Proteina de

camundongo camundongo (cod 11005) oclusdo

Anti gp-P - camundongo 1:500 [Bode Alexa fluor® 594 anti- | 1:500 | Bomba de
camundongo (cod 11005) efluxo, gp-P

Anti GSTpi - coelho 1:500 |Bode Alexa fluor® 594 anti-coelho 1gG | 1:500 | Isoforma
[H&L] cod A11012 GSTpi

3.11 DOSAGEM DE PROTEINAS

A dosagem de proteinas (LOWRY et al., 1951) foi realizada com a finalidade de
padronizar a quantidade de proteinas a ser depositada no gel para eletroforese. Os extratos
proteicos foram obtidos por adi¢do de tampéo de extracdo de proteinas (4 M de ureia; 2 mM
de écido etilenoglicol-bis(2-aminoetiléter)-N',N',N',N'-tetraacético (EGTA); 62,5 mM de
Tris/HCI pH 6,8; 2 % (p/v) de SDS; 0,5 % (v/v) de Triton X-100; 1 % (v/v) e coquetel de
inibidores de serina preotease e aminopeptidase (Ipase), nas placas com as células.

Para obtencdo da curva padrdo, foi depositado, em cada pogo correspondente, 5 pL
dos padrdes nas concentracdes entre 0,2 e 1,5 pg/uL de BSA. Para o branco, 5 puL do tampéo
de extracdo com Ipase. Para andlise da amostra foi adicionado 5 ulL das amostras, em
triplicata. Em seguida, foram adicionados 25 uL do reagente A’ (20uL de SDS a 10% para
cada mL do reagente A, Bio-Rad) em cada pogo, sendo levemente agitado, protegido da luz.
Na etapa seguinte foram adicionados 200 uL do regente B (Bio-RAD).

O produto da reacdo é a formagdo de um quelato por compartilhamento de quatro
elétrons entre cobre e ligacOes peptidicas das proteinas que confere a solucdo a coloragéo
azul, conforme o teor de proteinas. O composto formado foi analisado
espectrofotometricamente a 750 nm em leitor de placas Varioskan (Thermo Scientific,
Finlandia). Nas analises dos dados o Excel foi utilizado para calcular o teor de proteinas

através da equacao da reta, determinada pela curva padréo.
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3.12 DETERMINACAO DO TIPO DE MORTE CELULAR (ANEXINA/IP)

Para analisar o tipo de morte celular induzida pelo catecol em astrdcitos e CEC, as
células foram semeadas a uma densidade de 3,1x10* células/cm? nas placas de 3,5 cm? de
didmetro com 2 grupos distintos:

Grupo 1 - Células em DMEM HAM F12 (controle)

Grupo 2 - Células em DMEM HAM F12 expostas ao catecol

As CEC foram expostas a 3000 uM de catecol; astrécitos foram expostos a 40 uM de
catecol. As amostras foram incubadas sem interrupg¢do por 72 h, a 37°C, em atmosfera com
5% de CO..

Apbs o periodo de exposicdo, as células foram lavadas com PBS e descoladas das
placas por adicdo de tripsina e centrifugadas a 1000 g, por 5 minutos, juntamente com o
sobrenadante. Em seguida foi adicionado igual volume de meio com SFB. As células foram
novamente centrifugadas a 8254 g, por 5 min. O sobrenadante foi descartado e em seguida as
ceélulas foram ressuspendidas em 100 pL de tampao HEPES (25 mM de HEPES, 140 mM de
NaCl, 1 mM EDTA, pH 7,4) e homogeneizadas. Foram adicionados 2 uL de anexina V-FITC
e 0,4 pL de iodeto de propidio (IP) a 0,15 mM, sobre as amostras, conforme instrucdes do
protocolo do fabricante (Invitrogen cat. V13242). A anexina V é uma proteina que possui sitio
de ligacdo para fosfatidilserina, localizada na regido interna da membrana plasmatica em
células normais. Porém, resultante do processo de apoptose, fosfatidilserina € externalizada na
membrana, facilitando a ligagdo com a anexina, por isso um bom marcador celular de
apoptose. O IP marca as células em necrose ou em estagio tardio de apoptose, permitindo a
diferenciacdo celular dos dois processos. Células, em apoptose tardia, mostram marcacao para
anexina V e IP. As células ndo-apoptoticas ndo sdo marcadas nem por anexina V, nem por IP.

Para as analises citométricas, foram adquiridos 10.000 eventos pelo citdmetro de fluxo
FACSAria llu (BD San Jose, U.S.A.), utilizando o programa Cell Quest (Macintosh), nos
detectores FL-1 FITC para anexina-V e FL-2 PE-CY5-A para IP. A compensacdo eletronica
de interferéncia dos filtros e as analises foram feitas com auxilio do software FACSDiva
Version 6.1.3.

3.13 ANALISE DE GLICOPROTEINA P, UGT1A6 E GSTPI POR CITOMETRIA
DE FLUXO

Além dos controles do tratamento, foram realizados os controles do teste:
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a) Controle sem os anticorpos para avaliar fluorescéncia prépria das células.

b) Controle sé com o anticorpo secundario.

Ap0s tempo de exposicdo, as células foram removidas das placas utilizando tripsina e
centrifugadas a 8254 g por 5 minutos. Ao sedimentado foi adicionado 500 pL de PFA a 4%
por 15 minutos para fixacdo das células. Em seguida a nova centrifugacdo a 8254 g por 5
minutos para retirar o excesso de PFA, as células foram lavadas 3 vezes com PBS. As células
foram permeabilizadas com Triton a 3% por 5 min. A remogdo do Triton foi por
centrifugacdo a 8254 g por 5 min, e em seguida foi realizado o bloqueio com BSA 5% em
PBS, por 30 minutos. Apds remover o BSA por centrifugacdo a 8254 g por 5 minutos, foi
adicionado o anticorpo priméario em BSA a 1% para marcagdo da proteina de interesse (ver
tabela 1) na diluicdo indicada pelo fabricante para citometria (1 pL do anticorpo:500 pL da
solucdo) deixando em incubacdo por uma noite. No dia seguinte, o anticorpo primario foi
removido por centrifugacdo a 8254 g por 5 minutos e as células foram lavadas com PBS. Foi
adicionado o anticorpo secundério (contra o anticorpo do animal onde o anticorpo priméario
foi desenvolvido) por 30 minutos. As células foram homogeneizadas em PBS e analisadas em
citémetro de fluxo FACSAria llu (BD San Jose, U.S.A.), utilizando o programa Cell Quest
(Macintosh).

3.14 AVALIACAO DA ESPOLIACAO DE GSH POR CATECOL EM CEC

Para avaliar a espoliacdo de GSH em CEC, o tratamento foi distribuido nos seguintes
grupos:

- CEC cultivadas em DMEM HAM F12 (controle negativo).

- CEC expostas a 1 mM de butionina S-sulfoximina (BSO) em meio DMEM HAM

F12 (controle positivo).

- CEC expostas a 3000 uM de catecol em DMEM HAM F12.

- CEC expostas a 3000 puM de catecol em MCAst 50% (v/v).

- CEC expostas a 3000 uM de catecol em MCAst 100%;

As celulas foram incubadas por 72 h, em estufa com atmosfera imida com 5% de
CO,, a 37°C. Apos exposicao, o meio foi removido e sobre as células foi adicionado 400 pL
de meio de cultura contendo 1 mM de monoclorobimano (MCB) por 30 minutos, uma espécie

guimica que conjuga com GSH e emite fluorescéncia (DE OLIVEIRA et al., 2010). A
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espoliacdo de GSH foi investigada por microscopia de fluorescéncia (Aex. 330-385 nm, Aem.
420 nm) (Olympus BX 51 - URAZ2, San Jose, U.S.A.).

3.15 AVALIAR A ESPOLIACAO GSH INDUZIDA PELO CATECOL EM
CELULAS GL-15

Inicialmente foi verificada a modulacdo do meio condicionado por CEC sobre a
espoliacdo de GSH induzida pelo catecol em GL-15. O MCCEC foi obtido como descrito no
item 3.3.1. As células GL-15 foram cultivadas sobre laminulas, 48 h apds plagueamento (De
Oliveira et al., 2010) como descrito no item 3.3.5. O experimento foi realizado em 5 grupos
distintos:

- Células GL-15 cultivadas em meio DMEM HAM F12.

- Células GL-15 expostas a 1 mM de BSO em meio DMEM HAM F12.

- Células GL-15 expostas a 600 uM catecol em DMEM HAM F12.

- Células GL-15 expostas a 600 uM de catecol em MCCEC a 50% (v/v).

- Células GL-15 expostas a 600 uM de catecol em MCCEC a 100%.

As células foram incubadas por 72 h, em estufa com atmosfera imida com 5% de
CO,, a 37°C. Apobs exposicdo, a espoliacdo de GSH foi verificada por adicdo de meio de
cultura contendo 1 mM de MCB por 30 minutos. As laminulas foram montadas sobre laminas
com adicdo de N-propilgalato e analisadas por microscopia de fluorescéncia (Olympus BX 51
- URA2, San Jose, U.S.A)).

Na etapa seguinte do trabalho foi analisada a espoliacdo de GSH por catecol em GL-
15 em cocultivo com CEC. A monocamada de CEC foi obtida por crescimento celular em
filme de colageno (20 pg/cm?), cultivadas em insertos com diametro de 6,5 mm e membrana
com é4rea de superficie de 0,3 cm? e poro de 0,4 um. Apés confluéncia das CEC, a
permeabilidade da membrana a ions foi verificada por medidas de TEER, considerando o
fechamento da monocamada endotelial quando maior que 50 Q/cm? (ver item 3.17).

As células GL-15 foram semeadas sobre laminulas, em placas de 24 pocos, na
densidade de 3,1x10* células/cm?®. Ap6s 48 h, os insertos com CEC confluentes foram
colocados sobre as culturas de GL-15. Catecol ou BSO foram adicionados na porc¢ao luminal,
no seguinte molde:

- Células GL-15 sobre laminulas e sob inserto com filme de colageno sem CEC

(controle negativo).
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- Células GL-15 sobre laminula e sob inserto com filme de colageno sem CEC e 1 mM

de BSO (controle positivo).

- Células GL-15 sobre laminula e sob inserto com filme de coldgeno sem CEC e 600

uM de catecol.

- GL-15 sobre laminula e sob inserto com filme de coldgeno com CEC e 600 uM de

catecol.

As células foram incubadas por 72 h, em estufa com atmosfera imida com 5% de
CO,, a 37°C. Apés este periodo, o meio foi removido e sobre as células foram adicionados
400 pL de meio de cultura contendo 1 mM de MCB por 30 minutos. As laminulas foram
montadas em ladminas com adicdo de N-propilgalato e analisadas em microscépio de
fluorescéncia (Aex. 330-385 nm, Aem. 420nm) (Olympus BX 51 - URA2, San Jose, U.S.A).

3.16 AVALIACAO DA EXPRESSAO DA ISOFORMA UGT1A6 EM
ASTROCITOS POR WESTERN BLOT

As células foram semeadas em placas de 3,5 cm de didmetro, na densidade de 3,1 x
10* células/cm? em grupos distintos:

- Astrdcitos em meio de cultivo DMEM HAM F12.

- Astrocitos em DMEM HAM F12 e 5 x 10 M de HCI.

- Astrdcitos expostos a 20 uM de catecol em meio DMEM HAM F12.

- Astrdcitos cultivados em MCCEC a 50 % (v/v) e 20 uM de catecol.

- Astrdcitos cultivados em MCCEC a 100 % e 20 uM de catecol.

As células foram incubadas por 72 h, em estufa com atmosfera imida com 5 % de
CO,, a 37 °C. Ap0s exposicdo, as placas foram colocadas sobre gelo e lavadas com PBS
gelado. Em seguida as células foram lisadas em 1 mL de tampé&o de extracdo de proteinas (0 a
5 °C) contendo 4 M de ureia, 2 mM de EGTA, 62,5 mM de Tris/HCI, pH 6,8, 2 % (p/v) de
SDS, 0,5 % (v/v) de Triton X-100 e 1 % de ipase. Todo o conteudo foi transferido para
microtubos mantidos a 4 °C sob agitacdo por 30 minutos. O conteddo proteico foi
quantificado pelo método de Lowry (item 3.10). As amostras foram estocadas a -80 °C até o
momento da separacdo eletroforética. Antes da corrida eletroforética as amostras foram
desnaturadas em tampao de Laemmli, separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida a
12 % com SDS a 10 % e transferidas eletricamente para membranas de fluoreto de

polivinilideno. A isoforma da UGT1A6 foi identificada por anticorpo 1gG monoclonal de
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coelho (Abcam, ab157476). Foram depositados 5 pg de proteina em cada po¢o do gel. A B-
actina foi empregada como controle de deposi¢do. Anticorpo secundério associado a
peroxidase foi usado para revelar a membrana e identificar as bandas das proteinas desejadas.
A expressdao da UGT1A6 nas amostras foi quantificada por densitometria, utilizando o
software FUJI, normalizando-se os resultados para a densitometria da expressdo de B-actina

em cada amostra.

3.17 AVALIACAO DA GENOTOXICIDADE DO CATECOL POR ENSAIO DE
COMETA

Para avaliar a genotoxicidade do catecol sobre CEC e a resposta destas células
mediante exposicao das culturas a MCAst, grupos distintos foram formados:

- CEC em DMEM HAM F12

- CEC expostas em DMEM HAM F12 a 5 x 10* M de HCI;

- CEC expostas a 3000 pM de catecol em meio DMEM HAM F12

- CEC expostas a 3000 pM de catecol em MCAst a 50 % (v/v).

- CEC expostas a 3000 uM de catecol em MCAst a 100 %.

As células foram incubadas por 72 h, em estufa com atmosfera Umida com 5 % de
CO, a 37°C. Usou-se como grupo controle positivo para lesdes fisicas, uma placa contendo
CEC, cultivadas em DMEM HAM F12 nas mesmas condi¢Oes de cultivo dos demais grupos,
exposta a luz UV por uma hora; como grupo controle positivo para lesées quimicas usou-se
uma placa contendo CEC cultivadas em DMEM HAM F12 nas mesmas condi¢cGes ambientais
dos demais grupos, exposta a 50 UM de peroxido de hidrogénio por uma hora.

Para avaliar a genotoxicidade do catecol sobre astrdcitos e a resposta destas células em
presenca de MCCEC, grupos distintos foram formados:

- Astrdcitos em DMEM HAM F12

- Astrécitos em DMEM HAM F12 e 5 x 10 M de HCI

- Astrocitos expostos a 40 UM de catecol em meio DMEM HAM F12

- Astrdcitos expostos a 40 UM de catecol em MCCEC a 50% (v/v)

- Astrocitos expostos a 40 uM de catecol em MCCEC a 100%.

As células foram incubadas por 72 h, em estufa com atmosfera Umida com 5% de
CO,, a 37°C. Usou-se como grupo controle positivo para lesbes fisicas uma placa contendo

astrocitos cultivados em DMEM HAM F12, nas mesmas condi¢cGes ambientais dos demais
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grupos, exposta a luz UV por uma hora; usou-se como grupo controle positivo para lesdes
quimicas uma placa contendo astrécitos cultivados em DMEM HAM F12, nas mesmas
condi¢cBes ambientais dos demais grupos, exposta a 50 uM de perdxido de hidrogénio por
uma hora.

Apdbs 72 h de exposicado, as células (CEC ou astrécitos) foram removidas das placas,
centrifugadas a 532 g por 5 minutos, o sobrenadante foi removido e ao sedimentado foi
adicionado 50 pL de PBS. Para verificar a fragmentacdo do DNA, as laminas foram
previamente preparadas com 1,5 % de agarose, em temperatura ambiente e mantidas por uma
noite em temperatura de 4 a 8°C. As células em suspensdo em 20 uL de agarose de baixo
ponto de fusdo a 0,5 % em PBS a 37°C foram transferidas para as laminas contendo 1,5 % de
gel de agarose, seguindo da formacédo do gel em temperatura ambiente por 10 minutos. Em
seguida, as laminas foram imersas em solucdo de lise (NaCl a 2,4 M, EDTA a 91 mM, Tris a
10 mM, pH 10, 1 % de N-lauroil-sarcosina, 1 % deTriton X-100), e incubadas a 4 C,
protegidas da luz, por 2 horas para citdlise. As [aminas com as células lisadas, ap6s remogéo
do excesso de sal, foram submersas em solucédo de eletroforese (10 mM de NaOH e 0,2 M de
EDTA) a 5°C, por 20 minutos para desenrolar o DNA. A execucdo da eletroforese aconteceu
por 20 minutos a 25 V constante. Apds corrida eletroforética, as laminas foram removidas da
cuba e lavadas com tampéo Tris a 0,4 M, pH 7,5, por 5 minutos (3 vezes), para neutralizagao.
Os fragmentos de DNA deslocados foram entéo fixados por etanol absoluto. Foi realizada a
coloracdo com 40 pL de gel red e analisada em seguida por microscopio de fluorescéncia,
filtro verde (Olympus BX 51 - URAZ2, San Jose, U.S.A.). Foi realizado o registro de imagens
e posterior quantificacdo densitométrica da fragmentacdo do DNA na cauda dos cometas.

Para determinar a classificacdo do padrdo de fragmentacdo do DNA, cem células
foram analisadas por grupo experimental, baseando-se em método de analise previamente
publicado (Silva et al., 2000). As porcentagens de lesdes de DNA, classificadas conforme o
grau de lesdo (Fig. 2), foi computada pela ocorréncia em cada classe, no total de nucleos

analisados:

% de classe de dano = n (da classe de leséo do DNA) x 100/n° total de nucleos

A frequéncia dos danos foi determinada pela porcentagem de todos os nucleos

danificados pelo total de nicleos contados.

Frequéncia de danos = (n total de nucleos - n da classe 0)x100/n° total de ndcleos
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Para quantificar a migracdo dos fragmentos de DNA dos astrécitos, foi determinada a
porcentagem da cauda em relacdo ao tamanho do cometa, em medidas densitométrica nas
imagens, utilizando o software Image J, seguindo o padrdo de medidas apresentado na (Fig.
3).

Figura 2. Caracterizacdo do grau de lesdo dos Cometas.

Cometa

Cauda

Figura 3. Padrdo de medidas do cometa. Imagem obtida por microscopio de fluorescéncia do cometa formado
pelos nicleos, de astrécitos, marcados com Gel red.

3.18 DETERMINACAO DO PARAMETRO BIOELETRICO E PERMEABILIDADE
DE MEMBRANA

Para a realizacdo do teste, as CEC de ratos foram cultivadas sobre filme de colageno
em inserto com diametro de 6,5 mm e membrana com area de superficie de 0,3 cm?, com poro
de 0,4 um. A cada 48 h foram realizadas medidas da resisténcia elétrica transendotelial,
utilizando um voltimetro (modelo Millicell® ERS-2, EMD Millipore Corporation Billerica,
U.S.A). Antes das leituras as placas com as células foram mantidas em temperatura ambiente
por 20 minutos para equilibrar a temperatura. Os microeletrodos acoplados ao voltimetro
foram inseridos em dois pontos distintos do poco (apical e basolateral) do cultivo contendo a
monocamada de CEC. As medidas de TEER também foram feitas nos insertos contendo

apenas filme de colageno.
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As medidas foram feitas pela seguinte equacéo:
Q/cm? = TEER na monocamada de CEC - TEER do filtro

A integridade da membrana € conferida pelo aumento acentuado de TEER,
considerando o fechamento da monocamada endotelial quando maior que 50 Q/cm? (Helms et
al., 2016).

3.19 AVALIACAO DA INTERACAO PARACRINA DE ASTROCITOS SOBRE A
MONOCAMADA ENDOTELIAL

Para verificar a influéncia do meio condicionado dos astrocitos sobre o fechamento da
monocamada endotelial, as CEC em DMEM HAM F12/EGM foram semeadas na densidade
de 3,1x10* células/cm? sobre membrana do inserto de superficie de 0,3 cm?, poro de 0,4 um,
com filme de colageno de 20 pg/cm? em placa de 24 pocos. Incubou-se as células em
atmosfera umida, com 5% de CO,, a 37°C. No dia seguinte, o0 meio foi removido, as células
foram lavadas com PBS (duas vezes) e na sequéncia foram adicionados os meios conforme
esquema experimental abaixo:

- CEC em DMEM HAM F12/EGM 50% (v/v)

- CEC em MCAst a 50% (v/v) em DMEM HAM F12

- CEC em MCAst a 100%

Usou-se como controles para cada grupo insertos sem células com filme de colageno
em cada um dos seus respectivos meios. As trocas de meio de cultivo foram realizadas a cada
48 horas. Antes das trocas de meio, as medidas da resisténcia elétrica transendotelial foram
realizadas, conforme descrito no item 3.18 até o fechamento da monocamada endotelial. As

medidas de TEER também foram feitas nos insertos contendo apenas filme de colageno.

3.20 AVALIACAO DA LIBERACAO DE CITOCINAS E NEUROTROFINAS POR
ASTROCITOS E CEC

Para investigar a influéncia de citocinas e neurotrofinas liberadas por astrocitos sobre
as CEC, astrocitos foram infectados por Nc (Pinheiro et al., 2006a). Taquizoitas de Nc-

Bahia/astrdcitos na proporcdo de 1:1 (parasito/células hospedeira) foram mantidos em cultivo
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por 72 h. Astrdcitos ndo infectados foram utilizados como controle. Apds 72 h, o meio de
cultivo foi removido e sobre as células foi adicionado 1 mL de Trizol® (CHOMCZYNSKI;
SACCHI, 1987), para dissociacdo do complexo nucleoproteina para anélise de expressdo dos
genes de citocinas e fatores neurotroficos por gRT-PCR.

Em outra placa do mesmo experimento, apos 72 h de infeccdo, o meio de cultivo dos
astrocitos infectados foi substituido por novo meio de cultivo onde foi mantido por 24 h. O
meio de cultivo condicionado por estes astrdcitos infectados (MCASst-Nc) foi submetido a
filtracdo através de uma membrana com 0,22 um de poro. O MCAst-Nc foi adicionado sobre
a cultura das CEC, confluentes, cultivadas em placa de cultura de 6 cm? Para o grupo
controle, foram utilizadas as CEC na presenca de meio condicionado por astrécitos nao
infectados. As células foram mantidas em cultivo, sem troca de meio, por 72 h. Apds este
periodo, 0 meio de cultura foi descartado e sobre as células foi adicionado 1 mL de Trizol®

para dissociacdo do complexo nucleoproteina e analise por qRT-PCR (item 3.21.).

3.21 ANALISE DA REACAO EM CADEIA DE POLIMERASE EM TEMPO REAL
(QRT-PCR)

Para obtencdo do contetdo organico (CHOMCZYNSKI; SACCHI, 1987), foi
adicionado 0,2 mL de cloroférmio para cada 1 mL de Trizol® contendo a amostra, seguido de
agitacdo vigorosa do tubo por 15 minutos para promover extracdo da fase organica. O
contetdo celular biféasico foi entdo centrifugado a 12000 g por 15 minutos, a 4 °C. A fase
aquosa da amostra, contendo o RNA foi transferida para um novo tubo livre de RNAse e em
seguida foi realizado o procedimento de isolamento do RNA.

Para precipitacdo do RNA foi adicionado 0,5 mL de isopropanol a fase aquosa, em
sequida, foi feita a incubacdo a temperatura ambiente durante 10 minutos. Na sequéncia,
centrifugou-se a 12.000 g durante 10 minutos, a 4 °C. O sedimentado em forma de gel foi
lavado com 1 mL de etanol a 75% (v/v). A amostra foi centrifugada a 7.500 g durante 5
minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o tubo ficou aberto no fluxo laminar por 5-
10 minutos para secar parcialmente 0 RNA.

O contetido de RNA (transparente) foi ressuspendido em agua livre de RNase (21,5 puL
de &gua) e apos ser misturado, foi mantido incubado em placa de aquecimento para tubos a 57
°C durante 15 minutos. Para retirada de DNA contaminante, foram adicionados 2,5 uL do

tampao do kit removedor de DNA (tratamento com DNase, Ambion®, Ambion DNA-free Kit,
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cat # AM1906, Life Technologies™). Apds misturar os reagentes, incubou-se por 30 minutos
a 37 °C no termociclador. Em seguida, foram adicionados 2,5 pL de solucdo de inativagéo,
sendo incubado por mais 2 minutos a temperatura ambiente e em seguida centrifugou-se a
10.000 g, por 2 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para um tubo
novo. A pureza das amostras foi considerada satisfatoria qunado apresentaram uma razao da
absorbancia 260 nm/280 nm = variagéo 1,9-2,1 (nanospectrofotometer Kasvi-K23-0 002).

Para realizar a sintese de DNA foi usado o Kit Super Script® VILO™ Master Mix
(namero de catdlogo 11755050, invitrogem™ Life tecnologies) conforme protocolo do
fabricante. A sintese de cDNA foi relizada em um volume final de 20 uL contendo 2,5 ug de
RNA total. Os primers para PCR de fator de crescimento do nervo, (NGF, do inglés, nerve
growth factor), fator neurotréfico derivado da glia (GDNF, do inglés, glia derived
neurotrophic factor), fator neurotréfico derivado cérebro (BDNF, do inglés, brain derived
neurotrophic factor), Interleucina 1 (IL-1), Interleucina 10 (IL-10), interleucina 1 beta (IL-1p)
e controles enddgenos, hipoxantina fosforribosil transferase (HPRT) e B-actina foram obtidos
da Thermo Fisher Scientific (Tabela 2).

Tabelas 2: Genes alvos utilizados nas analises de qRT-PCR.

Gene Alvo Amplicon ID Banco de Genes” Caodigo do Produto
B-Actina 91 FQ226945.1 Rn00667869
HPRT 64 NM_012583.2 Rn01527840
NGF 114 FQ232560.1 Rn01533872
BDNF 142 AY559248.1 Rn02531967
GDNF 122 NC_005101.4 Rn01765001
IL-1B 74 BC091141.1 Rn00580432
IL-10 70 L02926.1 Rn00563409
TNF 92 AF269159.1 Rn01525859

"Banco de genes (GenBank) - https://www.ncbi.nIm.nih.gov

Para deteccdo e quantificacdo da expressdo génica, a amostra e mistura dos regentes
foi preparada conforme a instrugdo do fabricante:

5 yL mistura do Kit (TagMan® Universal Master Mix 1)

0,5 pL da sonda do gene de interesse

2 UL de cDNA/DNA

2.5 pL de H,O livre de RNase
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Apds homogeinizacdo, os reagentes foram adicionados ao poc¢o. Para cada gene alvo
foi realizado um branco com os reagentes do kit (TagMan® Universal Master Mix Il +
TagMan® Assay + H,O livre de RNase) mas sem o0 cDNA nesses pocos foram adicionados 2
pL de H20. O termociclador foi previamente programado com as seguintes etapas:

a) 2 °C por 2 minutos;

b) 95 °C por 10 minutos;

¢) 40 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto.

A quantificacdo génica foi feita por espectrofluorimetria, utilizando o fluoréforo 6-
carboxifluoresceina (FAM) (Aem. 517nm) para as amostras e o controle HPRT. O fluoréforo
4,7,2'-tricloro-7'-fenil-6-carboxifluoresceina (VIC) (Aem. 551nm) foi usado para o controle f3-
actina.

A andlise dos dados da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real baseou-se em
descricdo previamente publicada (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). O teste foi realizado em
triplicata.

3.22 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os dados obtidos em cada experimento foram submetidos as andlises estatisticas,
sendo expressos como média e erro médio padrdo, ou mediana e variacdo. A escolha da
medida de tendéncia central e das medidas de dispersdo foi feita de acordo com a distribuicéo
dos dados em um histograma de frequéncia. A distribuicdo dos dados definiu a escolha de
tendéncia central e medidas de dispersdo, sendo considerada normal quando aprovados no
teste (teste de D’Agostino e Pearson) e com parametros de assimetria (Skewness) com
intervalo entre -1 e +1 e curtose no intervalo entre -1,5 e + 1,5, dados ndo atendendo a estas
condig@es foram considerados como distribui¢do ndo normal.

Para comparacédo entre dois grupos com distribuicdo normal foi utilizado o tete t de
Student ndo pareado e o teste de Mann-Whitney foi usado para amostras com distribuicdo néo
normal. Em dados paramétricos, o teste mais usado para analisar as compara¢es multiplas
com apenas um parametro variavel foi o One-Way ANOVA, seguido do teste de Dunnett. Nos
resultados com dados ndo paramétricos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis (seguido do
teste de Dunn’s) para comparagdes multiplas. O intervalo de confianca do teste foi definido

por 95% de significancia estatistica p < 0,05.
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Para definir a ECsy do catecol, foram realizados célculos de regressdo ndo linear,
utilizando a equacéo fornecida pela biblioteca do software GraphPad Prism, considerando o
coeficiente de determinacéo R? > 0,8. O intervalo de confianca do teste foi definido por 95%
de significancia estatistica p < 0,05. As analises foram realizadas em software GraphPad

Prism, versdo 5.0 para Windows, GraphPad Software, San Diego California, EUA.
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4 RESULTADOS

4.1 INTERACAO PARACRINA ENTRE AS CELULAS (CEC E ASTOCITOS,
CEC E GLIOMA, CEC E MICROGLIA), EM CULTURA PRIMARIA

As células endoteliais cerebrais ap6s o isolamento, em cultivo na presenca do meio
DMEM HAM F12, ndo modificaram a morfologia, mantendo o padrdo morfolégico esférico,
com celularidade baixa (Fig. 4A e E), mantendo o padrdo quiescente em cultura, por muito

tempo.

4.1.1 Efeito do meio condicionado dos astrocitos sobre células endoteliais

quiescentes

Para estimular a diferenciacdo celular, ap6s 20 dias de cultivo, 0 meio de cultura
DMEM HAM F12 foi substituido por MCAst a 50% (v/v) e a 100%. No sétimo dia de
modulacdo por MCAst a 50% (v/v), observou-se a presenca de células livres, raras, com
aumento do volume celular (setas brancas) (Fig. 4B). A modificacdo morfoldgica das CEC
ficou evidenciada a partir do décimo quarto dia de cultivo, na presenca do meio condicionado
por astrécitos na proporcdo de 50%, quando foram observadas células fusiformes alongadas
(setas pretas), de diferentes tamanhos e celularidade aumentada (Fig. 4C). No décimo quinto
dia, foi observado que as CEC na presenca de MCAst 50% (v/v) apresentavam-se
morfologicamente modificadas e semi confluentes, com forma alongada e afinada (Fig. 4D).

Nas CEC em MCAst 100%, no sétimo dia de modulacdo observou-se a presenca de
raras células com aumento do volume e com proliferacdo celular acentuada com predominio
de microcitose (Fig. 5F). No décimo quarto dia de modulagdo com MCAst 100%, observou-
se células em variadas formas e tamanhos, algumas em alteragdo morfoldgica alongadas (Fig.
5G). No décimo quinto dia, as células endoteliais apresentavam-se morfologicamente

modificadas, fusiformes, normociticas (Fig. 5H).
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Figura 4. Alteracdo morfoldgica e proliferagdo de CEC induzidas por meio condicionado por astrocitos. A -
células quiescentes, no vigésimo dia de cultivo em meio DMEM HAM F12. B - CEC no sétimo dia ap0s
modulacdo com MCAst 50% (v/v); C - CEC no décimo quarto dia ap6s modulagcdo com MCAst 50% (v/v); D -
CEC no décimo quinto dia apds modulagdo com MCAst 50% (v/v). Setas brancas mostram células livres, com
volume celular aumentado.Setas pretas apontam células ja com padrdo morfoldgico de células endoteliais em
cultura. Microscopio de constraste de fase, Barra equivalente a 100 pum.
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Figura 5. Alteracdo morfoldgica e proliferagdo de CEC induzidas por meio condicionado por astrdcitos. A -
Células quiescentes, no vigésimo dia de cultivo em meio DMEM HAM F12. B - CEC no sétimo dia ap6s
modulagdo com MCAst100%; C - CEC no décimo quarto dia apds modulagdo com MCAst 100%; D - CEC no
décimo quinto dia apés modulacdo com MCAst 100%. Setas brancas mostram células livres, com volume celular
aumentado.Setas pretas apontam células diferenciadas. Microscopio de constraste de fase, Barra equivalente a
100 pm.

4.1.2 Interacéo entre CEC e Glioma murino

As CEC ap6s o isolamento, ficaram quiescentes em cultivo por 20 dias, quando foram
submetidas ao estimulo com o meio condicionado de glioma murino. As imagens (Fig. 6A e
E) representam as culturas em DMEM HAM F12, no 20° dia de cultivo, antes de iniciar a
modulacdo, onde observa-se células arredondadas, raras e livres. O meio de cultivo DMEM
HAM F12 foi substituido por meio condicionado por MCC6 50% (v/v) e apds o oitavo dia foi
observada a presenca de células livres de volume aumentado (Fig. 6B). No décimo quarto dia
de condicionamento de CEC com MCC6 50% (v/v) observou-se mudanga morfoldgica e
monocamada em semi confluéncia (Fig. 6C). No décimo quinto dia de modulacdo com
MCC6 50% (v/v), foi observada a presenca das CEC morfologicamente modificadas e a



75

monocamada confluente (Fig. 6D). Na cultura de células quiescentes onde o meio DMEM
HAM F12 foi substituido por MCC6 100%, ap6s 8 dias de modula¢do observou-se um
aumento da densidade celular com presenca de células raras e de volume aumentado (Fig.
6F.). No décimo quinto dia foi possivel observar CEC fusiformes e em proliferacdo (Fig. 6G).
No vigésimo primeiro dia apés modulacdo com MCC6 100% a monocamada de células
fusiformes atinge confluéncia (Fig. 6H). Os meios condicionados induziram estimulo de
modificacbes morfoldgicas nas CEC em diferentes tempos de cultivo. O MCC6 a 50% (v/v)
promoveu mudancas morfologicas em menor tempo quando comparado com a resposta das
células em MCC6 100%.

Figura 6. Alteracdo morfoldgica e proliferacdo de CEC induzidas pelo meio condicionado por glioma murino
(MCCS6). A - CEC quiescentes, apds 20 dias de cultivo em DMEM HAM F12. B - CEC no oitavo dia ap6s
modulagdo com MCC6 a 50% (v/v); C - CEC no décimo quarto dia ap6s modulagdo com MCC6 a 50% (v/v); D
- CEC no décimo quinto dia ap6s modulagdo com MCC6 a 50% (v/v). Setas brancas mostram células livres, com
volume celular aumentado.Setas pretas apontam células diferenciadas. Microscopia de contraste de fase. Barra
equivalente a 100 pm.
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Figura 7. Alteracdo morfoldgica e proliferagdo de CEC induzidas pelo meio condicionado por glioma murino
(MCC6). A - CEC quiescentes, apds 20 dias de cultivo em DMEM HAM F12. B - CEC no oitavo dia apos
modulacdo com MCC6 a 100%; C - CEC no décimo quarto dia apés modulagdo com MCC6 a 100%; D - CEC
no décimo quinto dia apés modulacdo com MCC6 a 100%. Setas brancas mostram células livres, com volume
celular aumentado.Setas pretas apontam células diferenciadas. Microscopia de contraste de fase. Barra
equivalente a 100 um.

As células diferenciadas por inducdo do MCC6 e MCCAst foram positivas para
imunomarcacao de Fator VIII de vonWillebrand, o que mostra que a interacdo entre as células
resultou na diferenciacdo das CEC mantendo o fen6tipo de células endoteliais.

Na presenga do MCCAst (Fig. 8C, D) e MCC6 (Fig. 8E e F) houve maior marcagdo
fluorescente para fator VIII, quando comparadas com as células quiescentes (Fig. 8A). As
CEC moduladas com MCAst a 100% apresentaram fluorescéncia mais forte para a marcacéo
do fator VIII (Fig. 8D). Adicionalmente, observa-se alteracdo morfoldgica nas CEC por



7

inducdo do MCCAst, apresentando a formacdo de monocamada mais homogénea, enquanto
CEC expostas a MCC6 apresentam uma morfologia alongada e monocamada heterogénea
(Fig. 8E e F).

Figura 8. Alteracdo morfoldgica de CEC por estimulo dos meios condicionados por astrdcitos e glioma. A e B -
CEC em meio de cultivo DMEM HAM F12 nos aumentos de 20 e 40x; C - CEC em MCAst a 50% (v/v); D -
CEC em MCAst a 100%; E - CEC em MCC6 a 50% (v/v); F - CEC em MCC6 a 100%. Imunomarcacdo para
Fator V111 de vonWillebrand (verde), marcacéo de ndcleos com DAPI (azul). Barra equivalente a 100 pum.
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4.1.3 Interacao entre CEC e microglia

A microglia é uma célula glial comumente encontrada em pequena quantidade nas
culturas de astrdcitos, 0 que a torna objeto de investigacdo na diferenciacdo das CEC. Para
isso, as CEC quiescentes, no 20° dia de cultivo em meio DMEM HAM F12) foram moduladas
com MCMG 50% (v/v). Observa-se na imagem antes da modulacdo, a presenca de células
quiescentes de perfil arredondado e quantidade reduzida (Fig. 9A). Apés o terceiro dia de
modulacdo ao MCMG 50% (v/v) observa-se aumento na densidade celular (Fig. 9B). No 19°
dia de cultivo em MCMG 50% (v/v) foi possivel observar uma camada semi confluente de
CEC diferenciadas, fenotipo celular fusiforme e pontas alongadas, distribuicdo celular
uniforme com pouquissimas células esféricas (Fig. 9C).

O aspecto morfoldgico de diferenciacao e arranjo celular em cada cultivo mostrou ser
diferente mediante os meios condicionados por astrécitos e glioma. No entanto, o objeto de
estudo deste trabalho foi verificar a existéncia da interacdo entre os dois principais tipos
celulares que compdem a BHE. A diferenciacdo das CEC por indu¢do do MCAst e MCC6 é
um indicativo da interacdo paracrina entre estas células. Diante destes dados, foi utilizado o
meio de cultivo preconizado para culturas de células endoteliais, 0 meio EGM suplementado
por EBM-2 (Watson et al 2013), com alteracdo na concentracdo final dos componentes por
adicdo do meio DMEM HAM F12 na proporgéo de 50% (v/v).
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Figura 9. Alteracdo morfoldgica de CEC induzida pelo meio condicionado por microglia. A - CEC em DMEM
HAM F12 no 20° dia de cultivo ap6s isolamento; B - CEC apds 3° dia em cultivo em MCMG 50% (v/v); C -
CEC apds 19° dia de cultivo em MCMG a 50% (v/v). Imagens obtidas por microscopio de contraste de fase.
Barra equivalente a 100 pum.

4.1.4. Otimizacéo da cultura de CEC

Para avaliar a competéncia do meio de cultivo EGM-2 na diferenciacdo das CEC
quiescentes no 20° dia de cultivo apos isolamento (Fig. 10A), o meio DMEM HAM F12 foi
substituido por EGM-2 a 50% (v/v) em DMEM HAM F12. No terceiro dia ap6s substituicdo
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do meio, observa-se aumento na densidade celular e prevaléncia de células arredondadas e de
volume aumentado (Fig. 10B). No 19° dia de modulacdo com EGM-2 a 50% em DMEM
HAM F12 observa-se células de aspecto fusiforme e pontas alongadas, evidenciando
alteracdes na morfologia celular (Fig. 10C).

100 pm

Figura 10. Alteracdo morfolgica de CEC em meio EGM-2 a 50% (v/v) em DMEM HAM F12. A - CEC em
DMEM HAM F12 no 20° dia de cultivo apds isolamento; B - CEC ap6s 3° dia de cultivo em meio EGM-2 a 50%
(v/v) em DMEM HAM F12; C - CEC apés 19° dia de cultivo meio EGM-2 a 50% (v/v) em DMEM HAM F12.
Imagens obtidas por microscépio de contraste de fase. Barra equivalente a 100 pm.
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As CEC cultivadas meio EGM a 50% (v/v) em DMEM HAM F12 foram positivas
para imunomarcagdo de Fator VIII de von Willebrand (fluorescéncia verde) com dupla
marcacdo para GFAP e ndo se observou a presenca de astrocitos (Fig. 11).

Figura 11. Cultura priméria de CEC positivas para fator VIII. Imunomarcagéo para GFAP (vermelho), fator V111
(verde) e marcagéo de nlcleos com DAPI. Imagem obtida em microscopio de fluorescéncia. Barra equivalente a
100 pm.

Na etapa seguinte, foi analisado o efeito do meio de cultivo EGM a 50% (v/v) em
DMEM HAM F12 sobre as CEC, com modulacdo iniciada 24 h ap6s o isolamento. No
terceiro dia de cultivo em meio EGM a 50% (v/v) em DMEM HAM F12, observa-se na
imagem obtida por microscopia de contraste de fase, células alongadas e fusiformes entre
micro tecidos endoteliais cerebrais (Fig. 12A). No 7° dia em cultivo (Fig. 12B) observa-se
grande gquantidade de células com fendétipo fusiforme sobre o filme de colageno. No 9° dia,
visualiza-se uma monocamada celular semi confluente e a cultura aparentemente mais pura
(Fig. 12C).
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CEC 7° dia cultivo

CEC9° dia cultivo

Figura 12. Evolugo da cultura priméria de CEC em meio EGM a 50% (v/v) em DMEM HAM F12. A - CEC no
terceiro dia ap6s o isolamento celular; B - CEC no 7° dia de cultivo; C - CEC no 9° dia de cultivo. Imagens

obtidas em microscépio de contraste de fase. Setas brancas (—) apontando células apresentando as alteragdes
morfolégicas esperadas em cultura. Barra equivalente a 100 pm.

Foi importante avaliar o perfil de crescimento e morfologia celular das CEC em
cultivo no meio EGM a 50% (v/v) em DMEM HAM F12, apds remocdo enzimatica das
células aderidas na placa com a tripsina (tripsinizacdo). Observa-se uma monocamada
confluente na cultura de CEC (Fig. 13A), antes da tripsinizacao, para contagem celular. Apds
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contagem, as células foram distribuidas na densidade de 3,1 x 10* células/cm®. Nas imagens
obtidas no terceiro dia apds tripsinizagdo, visualiza-se células aderidas sobre o filme de
coldgeno, formando a monocamada de CEC (Fig. 13B) e no quinto dia, a presenca da
monocamada semi confluente, de CEC alongadas, com fendtipo fusiforme e com aspecto de

cultura pura (Fig. 13C).

Figura 13. Subcultivo de CEC em meio EGM a 50% (v/v) em DMEM HAM F12. A - Cultura priméria de CEC
antes da tripsinizagdo. B - Cultura de CEC no terceiro dia de cultivo apos tripsinizagdo; C - Cultura de CEC no
5° dia de cultivo ap0s tripsinizagdo. Imagens obtidas em microscépio de contraste de fase Barra equivalente a
100 pm.
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4.2 INTERACAO ENTRE ASTROCITOS E MICROGLIA

4.2.1 Citotoxicidade induzida pelo catecol em astrdcitos isolados por diferentes

protocolos de cultivo (P1 e P2)

Diante da necessidade de obter reprodutibilidade nos resultados, foi importante definir
o perfil morfofuncional dos astrdcitos nos diferentes protocolos de cultivo. Para isso, foram
testados dois protocolos de cultivo, desenvolvidos no LABN(, para obtencdo de cultura pura
de astrocitos. No protocolo 1 (P1), a microglia foi removida dos astrocitos a partir de 48 h
apos o isolamento das células e a cada troca de meio, até atingir confluéncia (entre 7-10 dias)
(ver item 3.3.2.1). No protocolo 2 (P2), a mistura glial foi mantida em cultivo até confluéncia
e depois a microglia foi removida (ver item 3.3.2.2). Partindo do mesmo isolamento das
células (item 3.3.2), foram realizados testes interensaios para avaliar as respostas dos
astrocitos ao catecol, nas concentraces entre 10 - 2000 uM, para os dois protocolos. O
catecol, ap6s 72 h, induziu citotoxicidade em astrécitos isolados de P1, com a mediana da
ECso de 82 uM (variagdo: 11 - 122 uM, n = 8) (Fig. 14A). O catecol induziu citotoxicidade
em astrécitos isolados de P1, no experimento correspondente ao valor préximo da mediana,

definido pela equagdo [1]:
V = {115,56 / [1 + 10086 LogC-13811 _ 12 46 R2=0,906 [1]

Onde V corresponde a viabilidade celular normatizada pela condicdo controle e C, a
concentracéo do catecol.

O catecol, ap6s 72 h, induziu citotoxicidade com mediana da ECsy de 229 uM
(variagdo: 143 - 873 uM, n = 8) nos astrocitos do protocolo 2 (P2) (Fig. 14B). A
citotoxicidade induzida pelo catecol em astrocitos isolados de P2, no experimento
correspondente ao valor proximo da mediana foi definida pela equagéo [2]:

V =5,16 + {82,57 / [1 + 10(701 Log € - 166371 R2=0,948  [2]
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Figura 14. Efeito do catecol sobre astrécitos isolados e formagéo de quinonas. A - Protocolo de cultivo 1 (P1):
Astrocitos isolados de cultivo com remocgdo precoce da microglia. B - Protocolo de cultivo 2 (P2) — Astrécitos
isolados de cultivo com remogdo tardia da microglia (ap6s 7 dias de cultivo). As células foram incubadas com
catecol (10 - 2000 pM) por 72 h nas duas condicdes. Os gréficos representam o experimento com valor de ECsg
préximo as medianas que foram de 82 uM (variagdo: 11-122 uM) para o protocolo P1 e de 229 uM (variagdo:
143 - 873 uM) para o protocolo P2. (e) Viabilidade celular e (m) formagdo de quinonas. Os dados representam
distribuicdo ndo normal, representados por mediana e variagdo, analisados por Kruskal-Wallis seguido por teste
de comparacdo Dunns. Significancia estatistica: (*) p<0,01; (**) p<0.001; (***) p<0.0001 comparada com o
controle do solvente (5 x 10 M de HCI).

O efeito citotdxico do catecol é associado a formagdo de quinonas. Foi possivel
observar menor formacdo de quinonas em astrécitos do P2 (absorbancia na maior dose foi
1,0) quando comparada com a formacdo de quinonas pelos astrécitos do P1 (absorbancia de
2,0, aproximadamente), o que pode estar relacionado com a resisténcia ao dano pelo catecol
apresentada pelos astrécitos do P2. Astrocitos isolados pelo P2 sdo mais resistentes a
citotoxicidade induzida pelo catecol quando comparados com os astrécitos isolados pelo P1
(Fig. 15).
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Figura 15. Comparacdo da resposta dos astrécitos, isolados por protocolos de cultivo P1 e P2, ao catecol.
Protocolo de cultivo 1 (P1) — Astrécitos em cultivo com remogéo precoce da microglia (cada 48 h). Protocolo de
cultivo 2 (P2) — Astrdcitos em cultivo com remocdo tardia da microglia (ap6s 7 dias de cultivo). As células
foram expostas ao catecol entre 10-2000 uM, por 72 h. Os dados representam a mediana da ECsg, 0s percentis 25
e 75 limitando o quadrilatero e a variacdo representada pelos extremos das barras (n = 8). Os grupos foram
comparados com Mann-Whitney, teste ndo paramétrico. Significancia estatistica: (***) p < 0,0001.

Diante da diferenca de resposta ao dano, foi importante também avaliar o perfil
morfofuncional destas células.
Nas imagens de imunocitoquimica, com marcacdo para glutamina sintetase (GS;

E.C.6. 3.1.2), os astrécitos obtidos pelo P2 apresentaram uma marcagdo mais forte quando

comparados com os obtidos pelo P1 (Fig. 16).

Figura 16. Glutamina Sintetase em astrécitos cultivados em diferentes protocolos. A - Protocolo de cultivo 1
(P1) — Expansédo de astrocitos em meio DMEM HAM F12, com remogdo precoce da microglia (a cada 48 h). B -
Protocolo de cultivo 2 (P2) — Expansao de astrécitos em meio DMEM HAM F12, com remocéo tardia da
microglia (apds 7 dias de cultivo). Marcacao de ndcleos com DAPI. Barra equivalente a 100 pm.
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Para avaliacdo da morfologia das culturas primarias de astrocitos, nos protocolos P1 e
P2, frente ao dano pelo catecol e na protecdo ao dano oxidativo na presenca de GSH a 3,5
mM, foram utilizadas as concentracBes de 100 uM e 300 uM de catecol. Ap6s 72 h de
exposicdo ao catecol, as células foram submetidas a imunomarcacdo com anti-GFAP, para
marcacdo de astrocitos, de anti-OX42, para verificar presenca da microglia e marcacdo dos
ndcleos com DAPI. As imagens das células do controle do P1, imunomarcadas para GFAP
chama a atencdo para uma monocamada de células pleomorficas e filamentos organizados
(Fig. 17A). Os astrocitos com remocdo precoce da microglia, tratados com catecol,
apresentaram reatividade astrocitaria e aumento da expressdo de GFAP, na presenca do
catecol tanto na concentracdo de 100 uM (Fig. 17B) como na concentragdo de 300 uM (Fig.
17C), comparadas com as células do controle. O GSH, na concentracdo utilizada (3,5 mM),
diminuiu a celularidade (Fig. 17D), porém protegeu os astrocitos contra as mudancas
morfoldgicas causadas pelo catecol nas concentragdes de 100 uM (Fig. 17E) e 300 uM (Fig.
17F). Néo foi observada marcagdo com OX42 em nenhum campo, em cultura de astrocitos
isolados P1.

Figura 17: Alteracbes morfoldgicas induzidas por catecol em astrocitos P1. Astrocitos com remogdo precoce da
microglia (a partir de 48 h do isolamento) (P1). A - Controle; B - Astrocitos expostos a 100 uM de catecol; C -
Astrécitos expostos a 300 uM de catecol; D - Astrécitos tratados com GSH a 3,5 mM; E - Astrécitos expostos a
100 uM de catecol e GSH a 3,5 mM; F - Astrdcitos expostos a 300 uM de catecol e GSH a 3,5 mM. Tempo de
exposicdo 72 h. Imunocitoquimica para GFAP (vermelho) e OX42 (verde), marcacdo de ndcleos com DAPI
(azul) Andlises por microscopia confocal. Barra equivalente a 50.1 um.
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Os astrocitos isolados do protocolo 2 (remocéo tardia da microglia, apos 7 dias de
cultivo), no controle, apresentaram-se com morfologia poligonal (Fig. 18A). As células
apresentam-se reativas, caracterizadas por astrogliose predominante, mediante o dano pelo
catecol nas concentragdes de 100 uM (Fig. 18B) ¢ 300 uM (Fig. 18C). Os astrécitos foram
mais resistentes ao efeito do GSH na concentracdo utilizada (3,5 mM). No entanto, essa
quantidade néo foi suficiente para proteger estas células ao dano pelo catecol a 100 uM (Fig.
18E). Porém, nos astrdcitos expostos a 300 uM de catecol em meio de cultivo com GSH,
observa-se celularidade aparentemente preservada e astrogliose moderada (Fig. 18F). Células

microgliais ndo foram detectadas em nenhum campo da cultura de astrocitos isolados do P2.

Figura 18: Reatividade astrocitéria induzida pelo catecol em astrocitos isolados em meio DMEM HAM F12,
com remogdo tardia da microglia (ap6s 7 dias de cultivo) (P2). A - Controle; B - Astrdcitos expostos a 100 uM
de catecol; C - Astrécitos expostos a 300 pM de catecol; D - Astrécitos expostos a GSH a 3,5 mM; E -
Astrocitos expostos a 100 uM de catecol e GSH a 3,5 mM; F - Astrdcitos expostos a 300 UM de catecol e GSH a
3,5 mM. Tempo de exposicdo: 72 h. Imunocitoquimica para GFAP (vermelho) e OX42 (verde), marcagdo de
nGcleos com DAPI (azul). Andlises por microscopia confocal. Barra equivalente a 50,1 pum.
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4.2.2 Efeito do meio condicionado pela microglia sobre astrdcitos isolados pelo

protocolo 1

Para entender a resisténcia ao catecol dos astrocitos cultivados pelo protocolo 2
(expansdo em mistura glial até 7 dias e depois desse periodo remoc¢do da microglia) e a
diferenca no perfil de respostas entre estas células, os astrdcitos do protocolo 1 (remocao
precoce da microglia) foram expostos ao catecol nas concentragfes entre 10 - 2000 uM, na
presenca de MCMG a 20% (v/v). O gréafico (Fig. 19) representativo da citotoxicidade do
catecol aos astrocitos mostra a ECso de 638 uM (variacdo: 574 - 675 uM; n = 3), ou seja,
MCMG a 20% confere protecdo de 8 vezes quando comparado aos astrécitos sem a presenca
de MCMG. Catecol é citotdxico aos astrécitos isolados pelo protocolo 1, 0 MCMG protegeu

estas células. O experimento que representa a mediana da ECs, é representado pela equacgéo

[3]:
V = 9,44 + {56,40 /[ 1 + 10042 Log €~ 4130y R2 =0,874 [3]

Também ¢é possivel visualizar a menor quantidade de quinonas formadas (Fig. 19).
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Figura 19. Citotoxicidade do catecol aos astrocitos P1 modulados por MCMG a 20% (v/v). Exposicdo celular
por 72 h ao catecol nas concentra¢des entre 10 - 2000 uM em MCMG a 20% (v/v). A figura mostra os dados do
experimento com EC50 correspondente a mediana de 656 pM (variacdo: 574 - 675 uM n = 3). (e) Viabilidade
celular ¢ (m) formagdo de quinonas. Os dados representam distribuicdo ndo normal, representados por mediana e
variacdo, analisados por Kruskal-Wallis seguido por teste de comparacdo de Dunns. Experimento em triplicata.
Significancia estatistica: (**) p < 0,001; (***) p < 0,0001 comparada com o controle do solvente (5 x 10™* M de
HCI).
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Outro questionamento que surgiu diante dos dados foi: a concentragdo do MCMG
influencia na resposta destas células mediante o dano pelo catecol? O mesmo teste foi
realizado, agora utilizando MCMG a 50% (v/v).

Os dados evidenciaram maior protecdo ao dano pelo catecol aos astrocitos modulados
pelo MCMG a 50% (v/v), com sobrevivéncia relativa acima de 60% em todas as
concentragOes testadas (Fig. 20), e no mesmo grafico observa-se menor quantidade de

quinonas comparada com o grupo ndo modulado pelo MCMG (ver Fig. 20A).
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Figura 20. Citotoxicidade do catecol aos astrocitos P1 modulados por MCMG a 50% (v/v). Astrocitos do
protocolo 1 (com remocédo precoce da microglia) foram expostos ao catecol nas concentracdes de 10-2000 uM
em MCMG a 50% (v/v), por 72 h. Controle do solvente (5 x 10* M de HCI). (e) Viabilidade celular ¢ (m)
formacdo de quinonas. Os dados apresentam distribuicdo ndo normal, representados por mediana e variagéo,
analisados por Kruskal-Wallis seguido por teste de comparacdo Dunns. O gréfico representa um dos
experimentos realizados em triplicata.

Para elucidar melhor a influéncia da microglia sobre o perfil de resisténcia dos
astrécitos do protocolo 2 (expansdo destas células com microglia, em meio DMEM HAM F12
por 7 dias, com remocdo da microglia apos este periodo), mediante o dano pelo catecol, foi
realizado imunocitoquimica utilizando astrocitos cultivados sem microglia (P1) em MCMG a
20% (v/v). No controle (Fig. 21A), astrocitos cultivados em DMEM HAM F12 apresentam-se
em monocamada confluente, aspectos normais com morfologia poligonal, marcacdo GFAP
positiva e ndo se observa células marcadas com OX42, identificagdo da microglia. Os

astrocitos ao serem expostos a 100 uM de catecol apresentam astrogliose, prolongamento de
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citoesqueleto, forte marcacdo de GFAP e reducdo na celularidade (Fig. 21B), e na
concentra¢do de 300 UM apresentam-se com alteragdes morfoldgicas, como alargamento do
citoplasma e aglomeracdo celular das poucas células sobreviventes (Fig. 21C). Observa-se
também citoesqueleto com filamentos intermediarios desorganizados em algumas células
(veja seta, Fig. 21C). Os astrocitos isolados através do P1 na presenca do MCMG a 20%,
apresentam retracdo do citoplasma, refletindo na confluéncia da monocamada celular, com
discreta reatividade astrocitaria em algumas células, caracterizada pelos prolongamentos finos
do citoesqueleto (Fig. 21D). Nas células expostas a 100 uM de catecol em MCMG a 20%, a
astrogliose € mais intensa, porém mais resistentes ao dano pelo catecol (Fig. 21E). Nos
astrocitos expostos a 300 uM de catecol em MCMG a 20% (Fig. 21F) foi possivel observar
astrogliose moderada, marcacao forte de GFAP e maior celularidade quando comparado com

astrocitos expostos a mesma concentracdo em meio DMEM HAM F12.

Figura 21: Influéncia do meio condicionado da microglia sobre morfologia dos astrocitos P1 expostos ao
catecol. A - Cultura primaria dos astrocitos cultivados sem microglia (P1) em DMEM HAM F12; B - Astrocitos
em DMEM HAM F12 com 100 pM de catecol; C - Astrécitos em DMEM HAM F12 com 300 pM de catecol; D
- Astrocitos em MCMG a 20% (v/v); E - Astrécitos em MCMG 20% (v/v) com 100 pM de catecol; F -
Astrocitos em MCMG 20% (v/v) com 300 uM de catecol. Tempo de exposi¢do 72 h. Imunocitoquimica para
GFAP (vermelho) e OX42 (verde), marcacdo de nlcleos com DAPI (azul). Seta branca aponta célula com
citoesqueleto desorganizado. Andlises por microscopia confocal. Barra equivalente a 50,1 pum.
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Apesar da celularidade diminuida nos grupos modulados e expostos ao catecol
comparada com respectivos controles, algumas células mantém a forma estrelada tipica de
astrogliose. A reatividade astrocitaria modulada pelo MCMG pode ter influéncia positiva no

aumento da resisténcia ao catecol.

4.2.3 Expressdo de neurotrofinas e citocinas por astrécitos isolados (P1 e P2)

expostos ao catecol

Para verificar a interacdo entre astrocitos e microglia na expressdao de genes de
neurotrofinas e citocinas em astrécitos isolados dos protocolos P1 e P2 e também mediante a
exposicdo pelo catecol, foi realizada analise de gRT-PCR. Inicialmente determinou-se a
variag¢do da expressdo do gene de HPRT e B-actina nos astrocitos de ambos os protocolos. A
expressdo dos dois genes controles fB-actina e HPRT estdo diminuidos nos astrocitos do
protocolo 2 (Fig. 22A e B).
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Figura 22. Expressao dos genes controles em astrdcitos isolados do protocolo P1 e P2. A - Expressdo do gene da
B-actina. B - Expressdo do gene da HPRT. Analise por gRT-PCR (n= 3).

Ao analisar a expressdo do gene de GDNF, ndo se visualiza diferenca na resposta dos
astrécitos obtidos pelos diferentes protocolos de cultivo. O catecol também ndo interferiu na
expressao génica do GDNF nos astrdcitos isolados de ambos os protocolos (P1 e P2) (Fig.

23,A). Por outro lado, observa-se que NGF € expresso 4,9 vezes mais em astrocitos isolados
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por P1, comparado com astrdcitos isolados de P2. No entanto, o catecol ndo altera a expresséo
do gene de NGF nestes astrdcitos (Fig. 23,B).

O catecol promoveu alteracdes discretas na expressdo génica do BDNF em astrocitos
do protocolo 1 e 2, sendo gque nos astrdcitos do protocolo 2 a diminuicao foi proporcional ao
aumento da dose (Fig. 23,C).
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Figura 23. Efeito do catecol sobre a expressdo génica dos fatores neurotréficos em cultura de astrocitos isolados
do protocolo P1 e P2. A - Expressao do gene de GDNF; B - Expressao do gene de BDNF; C - Expressdo do gene
de NGF; Exposi¢do do catecol em 100 e 300 uM por 72 h. Anélise por qRT-PCR. Os dados sdo mostrados em
mediana e variacdo de 2T (n = 3). A expressdo dos niveis génicos é normalizada pela expressdo dos genes de
HPRT.



94

O catecol modula a expressédo do gene da citocina IL-1p nas concentracGes de 100 e
300 UM nos astrdcitos isolados de ambos os protocolos (Fig. 24,A).

O catecol diminuiu a expressdo de IL-1 em 1,1 vezes quando os astrocitos do P1
foram expostos as concentragfes de 100 e 300 UM, e diminuiu 0,9 vezes quando o0s astrdcitos
isolados de P2 foram expostos a estas mesmas concentracoes.

Astrocitos isolados, com remocgédo precoce da microglia durante o cultivo (P1) nédo
sofreram modulacdo da expresséo do gene da citocina IL-10 pelo catecol nas doses testadas.
O catecol diminuiu em 1 vez a expressdo génica de IL-10 em astrocitos isolados, com

remocao tardia da microglia (P2), nas duas concentraces testadas (Fig. 24,B).
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Figura 24. Expressao dos genes de IL-1p3 e IL-10 em astrdcitos isolados do P1 e P2. A - Expressdo génica de IL-
1P e B - Expresséo génica de IL-10. Modulacéo pelo catecol nas concentra¢@es de 100 uM ou 300 pM por 72 h.
Andlise por gRT-PCR. Dados sio mostrados como mediana e variagdo de 2°T (n = 3). Expressdo dos niveis
génicos normatizados por HPRT.

Os dados sdo sugestivos de que a microglia tem influéncia sobre 0os mecanismos
detoxificadores dos astrdcitos frente o dano pelo catecol e sobre a diferenciacdo de CEC. A
cultura primaria dos astrécitos obtidos pelo protocolo 1, mostrou menor resisténcia ao dano
pelo catecol e menor alteragdo morfofuncional, o que aponta este tipo de cultivo como o mais
indicado para o estudo da interagdo com as células endoteliais, por apresentarem respostas

astrocitarias caracteristicas, sem a influéncia da interagdo com outras celulas gliais.
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4.3 INTERACAO PARACRINA ENTRE CEC E ASTROCITOS

4.3.1 Resisténcia a toxicidade do catecol em astrocitos induzida por MCCEC

Para avaliar interacdo paracrina entre CEC e astrocitos mediante a citotoxicidade do
catecol em astrécitos, foram utilizadas as concentracGes variando entre 10 - 2000 uM. Os
dados revelaram uma citotoxicidade dependente da concentracdo do catecol nos astrocitos a
partir da concentracdo de 28 pM, levando a quase totalidade de morte celular nas
concentracdes mais altas estudadas (Fig. 25A). O catecol induz citotoxicidade nos astrocitos
com ECso = 88 uM (variacdo: 28 - 151 uM, n = 8). O experimento correspondente ao valor

proximo da mediana foi definido pela equacéo [4]:
V = {84,61/[1 + 10(1:258LogC - 261y R?=0.916 [4]

Para entender o papel das CEC em modular a citotoxicidade do catecol sobre os
astrocitos foi realizado o teste de MTT utilizando meio condicionado de CEC a 50 e 100%. O
MCCEC a 50% induziu resisténcia nos astrdcitos ao catecol observada pelo aumento na ECsg
para 531 uM (variagdo: 184 - 766 uM, n = 8) (Fig. 25B). O experimento correspondente ao
valor proximo da mediana foi definido pela equacéo [5]:

V = 25,39 + {57,11 / [1 + 10®88LogC - 10440y R?=0,860 [5]

Ao analisar os astrécitos expostos ao catecol na presenca de 100% de MCCEC,
observa-se a ECso de 389 uM (variacdo: 181 - 827 uM, n = 9) (Fig. 25C). O experimento

correspondente ao valor préximo da mediana foi definido pela equacéo [6]:

V = 17,88 +{56,51 / [1 + 10(?8-0eC-6.023 R?=0,8376 [6]

Quando os astrocitos foram expostos ao catecol na presenca de MCCEC a 50% e
100% (Fig. 25B e C), observa-se que houve um aumento da sobrevivéncia destas células em
torno de aproximadamente 6 e 4 vezes, respectivamente, quando comparado com o tratamento
em meio DMEM HAM F12. Ocorreu também uma reducdo de 50% na quantidade de
quinonas no tratamento com catecol e meio condicionado a 100 %, quando comparado com 0

controle positivo (células expostas ao catecol em meio DMEM HAM F12).



96

>
m

100+ - 3.0

-

(=]

(=]
]

3.0

Lo 5 2.5

o
(=]
s

o
(=)
L

2.0 2.0

o0
(=]
1
L
(-2
=
1

L 1.5 1.5

-
[=]
1

L 1.0 1.0

[~
(=]
1

0.5 0.5

(wu gop sqy) seuouindm
(wu gor sqy) seuouind m

o

@ Atividade das desidrogenases
mitocondriais {% do controle)
@ Atividade das desidrogenases
mitocondriais (% do controle)

=
o

1.5 2.0 25 3.0
Log [catecol] (pM) Log [catecol] (M)

C

1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

100+ -3.0

2.5

(o]
(=]
-

-2.0

1.5

)
o
1

1.0

()
(=]
1

0.5

mitocondriais {% do controle)
{wu sop sqy) seuouind m

-0.0

® Atividade das desidrogenases

=
o

15 2.0 25 3.0
Log [catecol] (uM)

Figura 25. Modulagdo do meio condicionado de CEC na citotoxicidade do catecol (10 - 2000 uM) em astrdcitos
apos 72 h. A - Controle: astrécitos cultivados em meio DMEM HAM F12; B - Astrécitos cultivados em MCCEC
50% (v/v); e C - Astrécitos em 100% MCCEC; os graficos representam os dados do experimento com ECsy
préxima & mediana. Os dados apresentam distribuicdo ndo normal, representados por mediana e variagéo,
analisados por Kruskal-Wallis seguido por teste de comparacdo Dunns. Significancia estatistica mostrada como
(*)p< 0,01; (**)p<0,001; (***)p < 0,0001 comparada com o controle tratado com 5 x 10 M de HCI.

A diferenca de resposta entre o grupo de células expostas ao catecol em meio DMEM
e 0s grupos modulados pelo meio condicionado pelas CEC pode ser melhor visualizadas

guando comparadas as medianas da ECsy do catecol em cada grupo (Fig. 26).
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ECs0 (HM)

Figura 26. Meio condicionado de CEC confere resisténcia a toxicidade pelo catecol em astrocitos. Os dados s&o
representados pelas medianas, percentis 75% e 25% e varia¢Bes para os grupos em meio DMEM HAM F12 (n =
8), em 50% de meio condicionado por CEC (n = 8) e em 100% de meio condicionado por CEC (n = 9). O tempo
de exposicdo foi de 72 h. Comparacdes entre dois grupos foram feitas com o teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney. Significancia (***) p < 0,0001 comparada com o grupo exposto ao catecol em meio DMEM HAM
F12.

Nas analises morfoldgicas por microscopia de contraste de fase, foi possivel observar
monocamadas celulares confluentes nos controles (Fig. 27A, E e 1). Nas imagens das células
cultivadas em DMEM HAM F12 e tratadas com 100 uM de catecol (Fig. 27B), 300 uM de
catecol (Fig. 27C) e 2000 uM (Fig. 27D) houve diminuicdo no numero de células, conforme
aumento nas concentracfes do catecol. Nas células expostas a 2000 UM de catecol em
DMEM HAM F12, observa-se fragmentacdo celular (pontas de seta) e agregados celulares
(setas brancas) com coloragdo escura no citosol, sugerindo acimulo de quinonas ou
metabolitos conjugados (Fig. 27D). A pigmentacdo escura ficou mais evidente nas células
tratadas com catecol e moduladas com meio condicionado, menos intensa em MCCEC a 50%
(Fig. 27H) do que em MCCEC a 100% (Fig. 27L). O MCCEC protegeu os astrécitos na
presenca de 2000 uM de catecol (Fig. 27L), onde se observa maior numero de células
aglomeradas comparando com a condi¢cdo ndo modulada pelo meio condicionado, mesmo

apresentando coloragdo escura mais intensa no compartimento intracelular (setas brancas).



98

Astrécitosem DMEM HAM F12 Astrécitosem 50% MCCEC Astrécitos 100% MCCEC

Controle HCI

100 pM catecol

100 um

|

300 pM catecol

100 pm - 100 um
| I s

2000 pM catecol

Figura 27. Aspectos morfoldgicos das culturas primérias de astrocitos expostos ao catecol (100 uM, 300 pM e
2000 pM) por 72 h: A - Astrécitos em meio DMEM HAM F12 com 5 x 10 M de HCI; B, C e D - Astrécitos
em meio DMEM HAM F12 e catecol dissolvido em 5 x 10 M de HCI; E - Astrécitos em meio MCCEC 50%
(vIv); F, G e H - Astrécitos em MCCEC a 50% (v/v) e catecol; I - Astrécitos em MCCEC a 100% com 5 x 10™
M de HCI; J e K, L - Astrocitos em meio MCCEC 100% e catecol. Setas brancas mostram aglomerados
celulares. Pontas de setas apontam fragmentos celulares. Microscopia de contraste de fase. Barra equivalente a
100 pm.

Para analisar melhor as alteragdes morfolégicas dos astrécitos na interagdo com CEC,
mediante o dano, apos exposi¢do com 20 uM de catecol em MCCEC 50% e 100% (Fig. 28),
foi realizado imunocitoquimica, usando imunomarcador de astrocitos (GFAP), de microglia
(OX42) e marcador de nucleo, o DAPI. No controle ha presenca de células normais, marcacao
positiva de GFAP (vermelho), predominando o fendtipo poligonal. No grupo tratado com 20
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uM de catecol observa-se discreta reatividade astrocitaria e marcacdo aparentemente mais
forte para GFAP (Fig. 28B) quando comparado com o controle. Nos astrdcitos expostos ao
catecol e modulados com MCCEC 50% (Fig. 28C) e MCCEC 100% (Fig. 28D) observou-se
alteracdes pontuais de citoesqueleto, caracterizada pelo acimulo de filamentos proteicos e
pela intensidade da cor vermelha no local. N&o foi observada marcacéo para microglia.

Ao determinar a intensidade de fluorescéncia resultante da imunomarcagdo para
GFAP nos astrdcitos, observou-se diminuigdo da intensidade de fluorescéncia nas células dos
grupos modulados com MCCEC, quando comparadas com o controle (Fig. 28E). Nas
imagens dos astrocitos expostos ao catecol na presenca de MCCEC 50% apresentaram
diminuicdo significativa (p < 0.01) na intensidade de fluorescéncia da marcacdo para GFAP,
quando comparada com o controle (Fig. 28E), porém manteve celularidade preservada.
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Figura 28. Modulagdo de GFAP em astrocitos modulados com meio condicionado por CEC. A - Astrocitos em
meio DMEM HAM F12 com 5 x 10 M de HCI; B - Astrécitos tratados com 20 uM de catecol em meio DMEM
HAM F12; C - Astrdcitos tratados com 20 uM de catecol em MCCEC 50% (v/v); D - Astrécitos tratados com 20
UM de catecol em MCCEC100%. E - Intensidade de fluorescéncia da marcacdo de GFAP por nimero de
astrdcitos. Dados obtidos de teste em triplicata. Analise pelo teste de "Kruskal-Wallis", seguido do teste de
"Dunn's" para multiplas compara¢des. Significancia (*) p < 0,01 comparando o grupo controle. Imunomarcador
para microglia (verde) OX42, para astrécitos (vermelho) GFAP e DAPI é um marcador de nucleos (em azul).
Imagens obtidas por Microscopia confocal ap6s imunocitoquimica. Barra correspondente a 50,1 pum.
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Para determinar o tipo de morte celular causada pelo catecol sobre os astrocitos, a
concentracdo utilizada no teste foi de 40 uM, metade aproximada da mediana da ECsy do
catecol nos testes de avaliacdo da citoxicidade. Os Dot plots tipicos foram utilizados na
analise dos efeitos apoptéticos do catecol sobre os astrdcitos (Fig. 29). Foi possivel observar
aumento da porcentagem de células em estagio inicial de apoptose e em estagio tardio de
apoptose, a0 mesmo tempo em que ocorreu diminuicdo da porcentagem de células vidveis
(Tabela 3).

Astrécitos

A Controle Catecol 40puM

IIZI5

1IZI5

l|:|4
|
1|:|4

1IZI3

lodeto de Propidio

v

Anexina

Figura 29. Tipo de morte celular induzida por catecol em astrdcitos. A esquerda observa-se astrdcitos (controle),
ndo tratados; a direita astrocitos expostos a 40 uM de catecol, por 72 h. As células foram marcadas com Anexina
V/lodeto de Propidio. No Q1 observa-se células em necrose; em Q2 a direita, observa-se células em apoptose
tardia; em Q3, células viaveis; em Q4 células que morreram por apoptose. Analise por citometria de fluxo. Os
experimentos foram realizados em triplicata.
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Tabela 3. Tipo de morte por catecol em astrocitos.

Cultura primaria de Astrocitos

Meio 2x10° M HC1 Catecol 40 pM
Viaveis 724 61.5
(71,2-774) (59,0-62,9)
Apoptose 128 26,1
Inicial (8,7-14,0) (25,5-28.8)
Apoptose 42 7.2
Tardia (2,8—4.9) (6,5-7.7)
Necrose 10,6 46
(9.9-11.1) (45-4.7)

Astrocitos expostos a 5 x 10 M de HCI (controle) ou a 40 uM de catecol por 72 h e depois marcados com
anexina V e IP (indice de porcentagem) Os dados representam a mediana e variacdo dos percetuais de um

experimento realizado em triplicata.

4.3.2 Células endoteliais cerebrais sdo resistentes a toxicidade do catecol

Para avaliar a citotoxicidade do catecol em CEC foram utilizadas as concentracfes
crescentes de 30 - 6000 uM. Os resultados com a viabilidade celular a partir das analises das
atividades das desidrogenases mitocondriais indicam resisténcia das CEC aos efeitos
deletérios induzidos pelo catecol, mesmo nas concentracdes mais altas (Fig. 30). O catecol em
meio condicionado por astrocitos ndo alterou o perfil de resisténcia das CEC na faixa de
concentrag0es utilizadas no teste (Fig. 30).

A gquantidade de quinonas determinada no meio de culturas das CEC foi pequena (Abs
0,5 nm aproximadamente). N&o se observa diferenca na producdo de quinonas entre o grupo
modulado por MCAst 100% e em meio DMEM HAM F12 (Fig. 31).
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Figura 30. Efeito do catecol na atividade mitocondrial de CEC. @ CEC em meio de cultura DMEM HAM F12;
m CEC em MCAst 50% (v/v) e catecol; A CEC em MCAst 100%. Exposicdo ao catecol nas concentracbes de
30 - 6000 puM, por 72 h. Os dados foram normalizados para os dados do controle negativo (diluente do catecol,
HCl a 5 x 10 M), cujas as medianas foram consideradas como 100%. O experimento foi feito em triplicata com
8 repeti¢cdes por concentragdo. Os dados tém distribuicdo ndo normal e estdo expressos em medianas e variagGes.
O teste de Kruskal-Wallis ndo demonstrou diferenca significativa entre as concentracfes testadas e o grupo
controle.
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Figura 31. Producéo de quinonas por CEC expostas ao catecol. ® CEC em meio de cultura DMEM HAM F12; m
CEC em MCAst 50% (v/v) e catecol; ACEC em MCAst 100%. Exposi¢édo ao catecol nas concentragdes de 30 -
6000 uM, por 72 h. Os dados foram normalizados para o controle negativo (diluente do catecol, HCl a 5 x 10™
M) cujas medianas foram consideradas como 100%. O experimento foi feito em triplicata, com 8 repeti¢des por
concentragdo. Os dados tém distribuigdo ndo normal e estdo expressos em medianas e variagoes. Analises foram
feitas com o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Significancia estatistica * P < 0,01 entre grupo modulado
pelo MCAst 50% e CEC em DMEM HAM F12.
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Nas imagens obtidas por microscopia de contraste de fase visualiza-se CEC em
monocamada com aspecto fusiforme, cultivadas em DMEM HAM F12, em MCAst a 50% e
MCAst a 100% (Fig. 32A, E e I, respectivamente). Observa-se formacdo de aglomerados
celulares com alteracdo estrutural da monocamada e mudanca do padrdo morfologico de
fusiforme para alongado fino nas CEC expostas a 100 uM de catecol (Fig. 32B) e 0 mesmo
aspecto de modo difuso, nas CEC exposta a 1000 uM em meio DMEM HAM F12 (Fig.
32C), sugerindo reatividade celular. Nas CEC expostas a 1000 uM de catecol em MCAst a
50% (v/v) (Fig. 32G) e MCAst 100% (Fig. 32K) observa-se a presenca de aglomerados
celulares (setas brancas). mais localizados sobre a monocamada aparentemente preservada.
No entanto, visualiza-se fragmentos celulares (seta preta) com diminuigéo da celularidade no
campo com CEC tratadas com 6000 pM de catecol em meio DMEM HAM F12 (Fig. 32D) e
MCAst 50% (v/v) (Fig. 32H). Esta citotoxicidade ndo foi detectada pelo teste de MTT. No
entanto, observa-se discreta aglomeracdo celular e monocamada endotelial preservada em
células expostas a 6000 uM de catecol na presenca de MCAst a 100% (Fig. 32L).

Apesar do catecol ndo alterar a atividade metabdlica das desidrogenases mitocondriais
das CEC, morfologicamente observou-se diminuicdo no numero de células expostas a
concentragdo mais alta. Diante da disparidade destes resultados, decidiu-se analisar o

percentual de células viaveis e o tipo de morte celular empregando-se citometria de fluxo.
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CEC em DMEM HAM F12 CEC em 50% MCAst CEC em 100% MCAst

1000 pM catecol 100 uM catecol Controle HCI

6000 puM catecol

Figura 32. Aspectos morfoldgicos das culturas primérias de CEC expostas ao catecol em MCCAst. Exposicao a
100 pM, 1000 M e 6000 uM de catecol, por 72 h. A - CEC em meio DMEM HAM F12 com 5 x 10* M de
HCI; B, C e D - CEC em meio DMEM HAM F12 e catecol; E - CEC em meio MCAst 50% (v/v) com 2x10° M
de HCI; F, G e H - CEC em meio MCAst 50% (v/v) e catecol; | - CEC em MCAst 100% com 5 x 10 M de
HCI; J e K, L - CEC em meio MCAst 100% e catecol. Aglomerados celulares mostrados pela seta branca e
fragmentos celulares pela seta preta. Microscopia de contraste de fase. Barra equivalente a 100 um.

Para determinar o perfil de morte celular causado pelo catecol, foi realizada dupla
marcacdo com anexina V e IP. Foi possivel observar aumento da porcentagem de células em
estagio inicial de apoptose a0 mesmo tempo em que ocorreu diminui¢do da porcentagem de
celulas viaveis (Fig. 33).
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Figura 33. Tipo de morte celular induzida por catecol em CEC. A esquerda, células ndo tratadas (controle); a
direita, CEC expostas a 3000 pM de catecol; As células foram marcadas com Anexina V/lodeto de Propidio. No
guadrante superior a esquerda células em necrose; no quadrante superior a direita células em apoptose tardia; no
quadrante inferior a esquerda, células viaveis; no quadrante inferior a direita, células que morreram por apoptose.
Anélise por citometria de fluxo. Os experimentos foram realizados em triplicata.

O tratamento das CEC com catecol na concentracdo de 3000 UM levou a apoptose em
77,9 % das células (Tabela 4). As CEC, sem catecol, também apresentaram morte por
apoptose em 54,7 %. O percentual da diferenca (ndo significativa) entre células expostas ao

catecol e controle € de 23,2% de morte celular por apoptose.

Tabela 4. Tipo de morte induzida por catecol em CEC.

Células Endoteliais Cerebrais

Meio HCl a 2x10° M Catecol 3000 uM
Células viaveis 44,9 21,3
(43,3-49,1) (20,6 - 32,6)
Apoptose inicial 54,7 77,9
(46,3 - 56,9) (66,7 - 78,8)
Apoptose tardia 2,3 0,6
0,4-37) (0,7-0,8)
Necrose 0,5 0,0
(0,0-0,9) (0,0-0,1)

Percentual de CEC marcadas com anexina V e IP apds exposicdo a 3000 uM de catecol, por 72 h. Os

experimentos foram realizados em triplicata e os dados representam a mediana e variagao.
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Até entdo, foi observado que células endoteliais cerebrais sdo resistentes ao dano pelo
catecol nas concentragdes de 30 - 6000 uM e que estas células secretam para 0 meio de
cultivo, moléculas capazes de induzir os mecanismos de protecdo nos astrocitos contra 0s
efeitos deletérios das quinonas do catecol. Nas etapas seguintes se fez necessario avaliar a
interacdo entre células endoteliais e astrécitos modulando os sistemas detoxificadores da
BHE.

4.3.3 Expressédo de GSTpi em CEC e Astrocitos

A enzima glutation S-transferases esta envolvida diretamente no metabolismo
detoxificador do catecol, na fase Il de biotransformacdo, catalisando reacdes de conjugagéo
entre o tripeptideo glutation e quinonas formadas, reduzindo o dano oxidativo e espoliando
GSH (Bolton and Dunlap, 2017).

Primeiramente foi verificado se a isoforma GSTpi em CEC sofre modulagdo pelo
catecol e pelo meio condicionado pelos astrécitos, anlise feita por citometria de fluxo onde
obteve-se 0s histogramas dos grupos de células analisadas (Fig. 34A), média de intensidade
de fluorescéncia (MFI, do inglés mean intensity of fluorescency) (Fig. 34B) e frequéncia (%)
de células imunomarcadas (Fig. 34A). Observa-se que as CEC do controle apresentam
26,10% (variacdo: 24 - 28,3%) de frequéncia de CEC imunomarcadas para GSTpi e média de
intensidade de fluorescéncia de 1,468. Nas células expostas a 3000 uM de catecol em meio
DMEM HAM F12, observa-se frequéncia de imunomarcacdo para GSTpi de 13,75%
(variacdo: 12,0 - 15,8%) e a media de fluorescéncia de 2,471. As CEC expostas ao catecol em
MCAst a 50% a frequéncia de imunomarcacdo foi de 29,1% (variagdo: 27,6 - 30,0%) e média
de intensidade de fluorescéncia de 2,280. Observa-se que houve uma diminui¢édo significativa
no numero de células expressando GSTpi, quando expostas ao catecol em MCAst 100%
quando comparadas as células expostas ao catecol em DMEM HAM F12 (Fig. 34C), porém a
média de intensidade da expressdo desta isoforma nestas células encontra-se aumentada (MFI
= 2,008) (Fig. 34B).
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Figura 34. Expressdo de GSTpi em CEC na interagdo com meio condicionado por astrdcitos e exposi¢do a 3000
1M de catecol por 72 h. A - Histogramas dos grupos de tratamento: CEC em meio DMEM HAM F12 com 5 x
10 M de HCI (controle); CEC expostas a 3000 uM de catecol em DMEM HAM F12; CEC expostas a 3000 uM
de catecol em MCAst 50% (v/v); CEC expostas a 3000 uM de catecol em MCAst 100%. B - Média da
intensidade de fluorescéncia (MFI) da GSTpi. C - Frequéncia de CEC imunomarcadas para GSTpi. Anélise por
citometria de fluxo, (n = 3). Comparagdes entre grupos foram feitas com o teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney. Significancia * P < 0,01 comparada com catecol a 3000 uM.

Para verificar a interacdo paracrina entre astrocitos e CEC, foi realizada
imunocitoquimica para GSTpi nos astrécitos ap6s tratamento com 20 uM de catecol e
MCCEC a 50% (v/v) e 100%. As imagens foram obtidas por microscopia confocal mostram
imunomarcagdo para GSTpi nos astrécitos na condicdo controle, com localizagdo
predominantemente perinuclear definida pela coloragdo roseada dos nucleos na imagem (Fig.
35A). Na presenca do catecol a 20 uM, a isoforma GSTpi parece distribuir-se uniformemente
pelo citosol de algumas células, porém ndo se observa alteragdo na intensidade de
fluorescéncia dos astrécitos imunomarcados para GSTpi, quando comparada com o controle
(Fig. 35B). As células exposta ao catecol na presenca do MCCEC 50% e 100% apresentam

uma distribuicdo citosoélica e perinuclear de GSTpi, homogenia (Fig. 35C e D), com maior
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intensidade de fluorescéncia na presenca do MCCEC a 50% quando comparada com 0 grupo

de células do controle (Fig. 35E).
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Figura 35. Expressdo de GSTpi em astrocitos modulados por CEC no dano pelo catecol. A - Astrdcitos em
DMEM HAM F12 com 5 x 10 M de HCI (controle); B - Astrécitos em DMEM HAM F12 expostos a 20 uM de
catecol; C - Astrdcitos em MCCEC a 50% (v/v) expostos a 20 uM de catecol; D - Astrdcitos em MCCEC a
100% expostos a 20 uM de catecol. E - Intensidade de fluorescéncia da imunomarcagdo para GSTpi por
astrocitos. Comparag0es entre grupos foram feitas com o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Significancia
estatistica (*) P < 0,01) comparada com o grupo controle. Imagens obtidas por microscopia confocal. Barra
equivalente a 50,1 pum.

4.3.4 Expressao da isoforma UGT1A6 em CEC e Astrdcitos

Para avaliar a interacdo entre CEC e astrocitos sobre a expressdo de enzimas
envolvidas na detoxificacdo de xenobioticos, a exemplo da isoforma UGT1AG6, as células
foram cultivadas em meio DMEM HAM F12 e em MCAst (50% e 100%) contendo catecol a
3000 uM (em CEC) e 20 uM (em astrocitos).

Nas analises feitas por citometria de fluxo, os dados revelaram que o catecol a 3000
uM ndo interferiu na frequéncia de CEC imunomarcadas pata UGT1A6 (Fig. 36C), porém
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diminuiu a média de intensidade de fluorescéncia destas células nas condicGes testadas (Fig.
36B). Nas CEC cultivadas em meio DMEM HAM F12 (controle) a frequéncia foi de 34% de
células imunomarcadas para UGT1A6 (Fig. 36B) e média de fluorescéncia de 7,427 (Fig
36B). Celulas expostas a 3000 uM catecol em DMEM HAM F12 apresentaram uma
frequéncia de 31,4% (Fig. 36C) e média de intensidade de fluorescéncia de 2,214 (Fig. 36B).
N&o se observou diferenca significativa na frequéncia de células imunomarcadas para
UGT1AG6 entre as CEC expostas ao catecol em meio em MCAst 50 e 100% quando
comparadas com células expostas a catecol em DMEM HAM F12 (Fig. 36C). As médias de
intesidade de fluorescéncia nas células expostas ao catecol em MCAst 50% e MCASt 100%
foram de 2,920 e 4,661, repectivamente (Fig. 36B).
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Figura 36. Imunomarcacdo de UGT1A6 em CEC moduladas com meio condicionado por astrocitos e expostas a
3000 uM de catecol por 72 h. A - Histogramas dos grupos de tratamento: CEC em DMEM HAM F12 com 5 x
10* M de HCI (controle); CEC em meio DMEM HAM F12 e catecol; CEC em MCAst 50% (v/v) e catecol;
CEC em MCAst 100% e catecol. B - Média da intensidade de fluorescéncia (MFI) da UGT1A6. C -
Porcentagem das CEC imunomarcadas para UGT1A6. Andlise por citometria de fluxo. Comparagdes entre
grupos foram feitas com o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney (n = 3).
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Na etapa seguinte do trabalho foi quantificada a UGT1A6 nos astrocitos expostos a 20
MM de catecol e modulados com meio condicionado por CEC, nas proporgdes de 50 e 100%,
por 72 h. Inicialmente foi realizada a imunocitoquimica. Nas imagens obtidas por microscopia
confocal observou-se astrocitos em meio DMEM HAM F12 com imunomarcacdo distribuida
de modo homogéneo para UGT1A6 (Fig. 37A). Quando as CEC foram tratadas com catecol,
visualmente é possivel observar lesdes de DNA, pontes cromossémicas (setas amarela) e
micronucleos (setas brancas) em algumas células, o que ndo observado no grupo controle,
com forte marcacdo de UGT1AG6 no citoplasma (Fig. 37B). No grupo tratado com 20 uM de
catecol em MCCEC a 50 e 100% observa-se aparente citoprotecdo e fluorescéncia mais
homogénea (Fig. 37C e D). Nas medidas da intensidade de fluorescéncia ndo foi observada

diferenca estatistica entre os grupos.
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Figura 37. Imunomarcacéo para UGT1A em astrocitos modulados por meio condicionados por CEC e expostos

a 20 pM de catecol por 72 h. A - Astrécitos em meio DMEM HAM F12 com 5 x 10 M de HCI (controle); B -
Astrocitos em meio DMEM HAM F12 e 20 uM de catecol; C - Astrdcitos em MCCEC a 50% (v/v) e 20 uM de
catecol; D - Astrécitos em MCCEC 100% e 20 uM de catecol; E - Intensidade de fluorescéncia (UGT1A6) por
nimero de astrocitos. Comparagdes entre grupos foram feitas com o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.
Dados obtidos em triplicata. Setas amarelas (—) apontando pontes cromossdmicas e setas brancas apontando
micronucleos. Microscopia confocal. Barra equivalente a 50,1 pm.
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A protecdo dos astrocitos pelo meio condicionado de CEC, frente ao dano pelo
catecol, ndo pareceu ter a influéncia da acdo de UGT1AG6. Para certificar se a modulagdo do
MCCEC influenciava na expressdo desta enzima, foi feita a quantificacdo por Western
blotting, utilizando S-actina como proteina controle. Os astrocitos tratados com 20 uM de
catecol na presenca de MCCEC a 100% apresentaram aumento na expressao de UGT1A6

quando comparados com as células controle (Fig. 38 A e B).
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Figura 38. Expressdo de UGT1A6 em astrécitos. A: Astrocitos em meio DMEM HAM F12 com 5 x 10* M de
HCI (controle); Astrocitos em meio DMEMHAM F12 e 20 uM de catecol por 72 h; Astrdcitos em MCCEC a
50% (v/v) e 20 uM de catecol; Astrocitos em MCCEC 100% tratados com 20 puM de catecol; B, Imagem do
western blotting mostrando a expressdo da UGT1A6 de astrécitos na exposicao ao catecol e modulados por CEC
(5 pg de proteinas/pogo). A p-actina foi utilizada como proteina controle da deposicdo. Comparagdes entre
grupos foram feitas com o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Os dados representam a mediana de cada
grupo, obtida em testes independentes, n = 3. Significancia estastistica (*) p < 0,01 comparada com o controle.

4.3.5 Expressao de glicoproteina P

Os metabdlitos gerados no meio intracelular, quando ndo possuem fungdo organica,
sdo bombeados para fora das células por proteinas como a gp-P.

Para entender a interagdo entre CEC e astrocitos frente ao dano pelo catecol, foi feita
andlise da imunomarcacéo de gp-P nas CEC expostas a 3000 uM de catecol. Os dados obtidos
nas analises por citometria de fluxo revelaram que o catecol ndo alterou a expressao de gp-P
nas CEC (Fig. 39A, B e C). Os dados evidenciam a frequéncia de 22% de CEC
imunomarcadas por gp-P no grupo controle (CEC em DMEM HAM F12) e media da
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intensidade de fluorescéncia de 3,357 (Fig. 39B e C). As CEC tratadas com catecol
apresentaram frequéncia de imunomarcacdo para gp-P de 24% e média de intensidade de
fluorescéncia de 2,997. Observou-se diminuicdo significativa na frequéncia de CEC
imunomarcadas por gp-P, ap6s exposicdo a 3000 uM de catecol em MCAst 50% (v/v),
quando comparadas com as células expostas a catecol em DMEM HAM F12 (Fig. 39B), com
média de intensidade de fluorescéncia de 4,142 (Fig. 39C). O catecol em MCAst 100% nao
alterou a frequéncia de células imunomarcadas para gp-P nas CEC coparada com as células
expostas ao catecol em DMEM HAM F12 (Fig. 39B), média de intensidade de fluorescéncia
2,181 (Fig. 39B).
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Figura 39. Expressdo de gp-P em CEC moduladas com meio condicionado por astrdcitos expostos a 3000 uM
de catecol por 72 h. A - Histogramas dos grupos de tratamento: 1- CEC em DMEM HAM F12 com 5 x 10* M
de HCI (controle); 2 - CEC em meio DMEM HAM F12 e catecol; 3 - CEC em MCAst 50% (v/v) e de catecol; 4
- CEC em MCAst 100% e 3000 uM de catecol. B - Média de intensidade de fluorescéncia da gp-P; C-
Frequéncia de células imunomarcadas para gp-P. Analise por citometria de fluxo. Teste realizado em triplicata,
andlise de distribuicdo ndo normal, teste de Mann-Whitney. Significancia estatistica mostrada (*) p < 0,01.
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No intuito de confirmar os dados, foi realizada imunocitoquimica para gp-P nas CEC,
desta vez verificando também a influéncia do meio condicionado por astrocitos na auséncia
do catecol. Observa-se pouca fluorescéncia nas células do controle (Fig. 40A). O meio
condicionado por astrocitos 50 e 100% aumentaram discretamente a fluorescéncia resultante
da imunomarcacdo para gp-P (Fig. 40B e C). O catecol dissolvido em DMEM HAM F12
parece ndo influenciar a expressao de gp-P (Fig. 40D) na dose testada, pois a fluorescéncia
emitida ndo é diferente da imagem de CEC na condicdo controle. Porém nas imagens obtidas
dos células tratados com catecol com MCAst a 50 e 100%, observa-se aumento da cor

fluorescente nas duas condi¢es testadas (Fig. 40E e F).

- -
- -
Figura 40. Modulacdo de gp-P em CEC expostas a 3000 uM de catecol em meio condicionado por astrécitos,
por 72 h. A - CEC em DMEM HAM F12; B- CEC em MCAst a 50%; C — CEC em MCAst a 100%; D — CEC e

catecol em DMEM HAM F12; E — CEC em MCAst a 50% e catecol; F — CEC em McAst a 100% e catecol.
Microscopia de fluorescéncia. Barra equivalente a 100 um.

O papel do glioma sobre a transcricdo de gp-P nas células endoteliais também foi
testado. O meio condicionado por C6 na propor¢do de 50 e 100% foi capaz de induzir a
expressdo de gp-P, na exposi¢do por 72 h. Observa-se que houve aumento na fluorescéncia
emitida pelas CEC moduladas com MCC6 a 50 e 100% (Fig. 41), quando comparadas com as
células cultivadas em meio DMEM HAM F12 (controle).
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Figura 41. Imunocitoquimica para gp-P em CEC modulada com MCC6. A — CEC em DMEM HAM F12; B -
CEC em MCC6 50% (v/v); C — CEC em MCC6 100%; Modulag&o por 72 h. Barra equivalente a 100 pm.

Para entender a modulac@o de CEC sobre astrocitos foi importante também verificar a
expressao de gp-P em astrocitos expostos ao catecol, analises por citometria de fluxo (Fig
42A, B e C). A porcentagem mediana foi de 39% (variacdo: 35,2 - 42,1%) de células
imunomarcada para gp-P do grupo controle (astrécitos em meio DMEM HAM F12) (Fig.
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42B) e e média de intensidade de fluorescéncia de 2,703. Os demais grupos ndo apresentaram

diferenga significativa na percentagem de células imunomarcadas para gp-P, quando
comparadas com o controle (Fig. 42B).
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Figura 42. Imunomarcacdo de gp-P em astrocitos expostos a 20 uM de catecol. A - Histogramas dos grupos de
tratamento: astrécitos em meio DMEM HAM F12 com 5 x 10 M de HCI (controle); astrécitos em meio DMEM
HAM F12 e catecol; Astrocitos em MCCEC 50% (v/v) e catecol; Astrécitos em MCCEC100% e catecol em
MCCEC100%. B - Média de intensidade de fluorescéncia da gp-P; C- Porcentagem dos astrécitos
Imunomarcados para gp-P. Andlise por citometria de fluxo. Teste realizado em triplicata, anélise de distribuicdo
ndo normal, teste de Mann-Whitney.

Foi entdo realizado imunocitoquimica para observar melhor a imunofluorescéncia,
desta vez por imagem, mantendo o mesmo padrdo de exposicdo ao catecol (DMEM HAM
F12 e MCCEC 50 e 100%) e andlise por microscopia confocal. Nas imagens foi possivel
observar que astrocitos (controle) apresentam baixa intensidade de fluorescéncia resultante da
imunomarcacao da gp-P (Fig. 43 A), ou seja, estas células expressam poucas proteinas de
efluxo dessa isoforma. A fluorescéncia aparece mais intensa nos astrocitos expostos a 20 uM
de catecol em meio DMEM HAM F12 (Fig. 43B), porém nédo observa diferenca estatistica na
intensidade de fluorescéncia mostrada (Fig. 43E), quando comparada com o controle. Nos
campos correspondentes as células expostas ao catecol e moduladas com MCCEC (50% e

100%) observa-se aumento de fluorescéncia emitida, com aparente citoprotecdo (Fig. 43C e



116

D). No entanto, s6 houve aumento significativo na intensidade de fluorescéncia nos astrécitos
expostos ao catecol na presenca de MCCEC a 100% (Fig. 43E), quando comparadas com o
grupo de células expostas ao catecol em meio DMEM HAM F12.

Figura 43. Imunomarcacao para gp-P em astrocitos induzida por catecol: A - Astrdcitos em meio DMEM HAM
F12 com 5 x 10 M de HCI; B - Astrécitos em meio DMEM HAM F12 com 20 pM de catecol; C - Astrécitos
em MCCEC 50% (v/v) com 20 uM de catecol; D - Astrécitos em MCCEC100% com 20 uM de catecol; E -
Intensidade de fluorescéncia (gp-P) por nimero de células astrocitos - Analise por microscopia confocal. Dados
obtidos em triplicata, distribui¢cdo ndo normal, teste de Mann-Whitney. Significancia estatistica (*) p < 0.01.
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4.4 INTERACAO PARACRINA ENTRE CEC E ASTROCITOS E ENTRE GL-15 E CEC
NA ESPOLIACAO DE GSH INDUZIDA PELO CATECOL

Um dos sistemas detoxificadores mais importante da BHE no estresse oxidativo é
comandado pelo tripeptideo GSH que atua como substrato para enzimas antioxidantes e
detoxificadoras, na protecdo dos astrdcitos e neurénios contra espécies reativas toxicas.

Para avaliar a espoliacdo de GSH pelo catecol, na presenga do meio condicionado por
astrocitos, as culturas de CEC foram expostas a 3000 uM de catecol em MCAst 50% e

MCAst 100% por 72 h. Apos exposicdo, foi realizada a analise do contetdo intracelular do
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GSH destas células por microscopio de fluorescéncia. As imagens possibilitaram a
visualizacdo da fluorescéncia azul emitida pelo MCB complexado ao GSH nas células
controle, CEC em DMEM HAM F12 com 5 x 10* M de HCI (Fig. 44A). Nas CEC tratadas
com 1 mM de BSO, espoliante de GSH ja conhecido, observou-se a diminui¢do na
intensidade da fluorescéncia azul no controle positivo do teste, (Fig. 44B). Quando estas CEC
foram expostas a 3000 uM de catecol houve aumento na espoliagéo de GSH, visualizada pela
diminuicdo do azul fluorescente (Fig. 44C). A espoliacdo de GSH pelo catecol foi diminuida
na presenca do MCAst 50% (Fig.44D) e MCAst 100 % (Fig. 44E) confirmada pelo aumento
da fluorescéncia azul resultante do complexo MCB-GSH. No entanto, na presenca de MCAst
a 100%, houve maior protecdo a espoliacdo do GSH induzida pelo catecol, visto que a
intensidade de fluorescéncia aproxima da intensidade do controle (Fig. 44E).

Figura 44. Espoliacdo de GSH pelo catecol a 3000 uM, por 72 h, em CEC. A - CEC em meio DMEM HAM
F12 com 5 x 10 M de HCI (controle); B - CEC em meio DMEM HAM F12 e 1 mM de BSO; C- CEC exposta a
catecol em meio DMEM HAM F12; D - CEC em MCAst a 50% (v/v) e catecol; E - CEC em MCAst a 100% e
catecol. As imagens foram obtidas por microscopia de fluorescéncia e sdo representativas de diferentes campos
da placa. Barra equivalente a 100 um.
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O meio condicionado por CEC protegeu as células GL-15 da espoliacdo do GSH
induzida pelo catecol. Observou-se a fluorescéncia azul de intensidade variada nas células do
controle (negativo) (Fig. 45A). Houve diminuicdo da intensidade de fluorescéncia no controle
positivo, espoliacdo de GSH induzida pelo BSO (Fig. 45B); intensidade de fluorescéncia e
celularidade bastante diminuidas no grupo tratado com 600 uM de catecol (Fig. 45C). Nas
imagens dos grupos expostos ao catecol e modulados com MCCEC 50 e 100% e catecol 600
uM observou-se aumento na fluorescéncia resultante do complexo MCB-GSH, quando

comparada com o grupo de células expostas ao catecol sem o meio condicionado.

Figura 45. Espoliagdo de GSH pelo catecol a 600 uM por 72 h em GL-15 (teste MCB). A - Células GL-15 em
meio DMEM HAM F12 com 5 x 10 M de HCI (controle negativo); B - Células GL-15 expostas a 1 mM de
BSO em meio DMEM HAM F12 (controle positivo); C- GL-15 expostas a catecol em meio DMEM HAM F12;
D - GL-15 expostas a catecol em MCCEC 50% (v/v); E - As GL-15 expostas a catecol em MCCEC a 100%. As
imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia sdo representativas de diferentes campos da placa. A barra
corresponde a 100 pm.
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Os dados acima apontam o meio condicionado por CEC, nas diferentes concentragdes,
como citoptotetor da espoliagdo de GSH induzida pelo catecol nas GL-15. Para verificar a
interagdo paracrica entre estas células, em cocultivo, as GL-15 foram semeadas no fundo da
placa, abaixo do inserto contendo CEC, onde foi adicionado 600 uM de catecol. Antes de
juntar as culturas das células, o fechamento da monocamada de CEC foi acompanhado pelas
medidas de TEER (624 Q/cm? no inserto contendo CEC do controle e 654 Q/cm? no inserto
do grupo tratado). O catecol ou BSO foi adicionado na por¢do luminal do inserto, sobre a
monocamada endotelial.

Nas imagens obtidas por microscopia, foi possivel visualizar fluorescéncia azul
intensa nas GL-15 cultivadas em DMEM HAM F12 com 5 x 10* M de HCI (Fig. 46A).
Houve diminuigdo da fluorescéncia nas células GL-15 do grupo controle positivo (BSO
adicionado na porc¢do luminal do inserto com filme de colageno, sem CEC) (Fig. 46B).
Observou-se espoliacdo de GSH e diminui¢do da celularidade nas GL-15 expostas a 600 uM
de catecol (adicionado sobre inserto com filme de colageno, sem CEC) (Fig. 46C). A
espoliacdo de GSH pelo catecol em GL-15 foi protegida na presenca de CEC, (Fig. 46D), pois

observou-se na imagem destas células fluorescéncia azul similar ao controle.
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Figura 46. Espoliacdo do GSH pelo catecol em GL15 na interagdo paracrina com CEC em cocultivo. A - GL15
em meio DMEM HAM F12 com 5 x 10 de M HCI (controle) na presenca de CEC; B - GL-15 expostas a 1 mM
de BSO, inserto sem CEC; C - GL-15 expostas a 600 UM de catecol, inserto sem CEC; D - GL-15 expostas a
600 uM de catecol, inserto com CEC. As imagens foram obtidas por microscopia de fluorescéncia e sdo
representativas de diferentes campos. A barra corresponde a 100 pum.

45 INTERACAO ENTRE CEC E ASTROCITOS MEDIANTE A GENOTOXICIDADE
DO CATECOL

Ao avaliar a genotoxicidade induzida pelo catecol em CEC, nas imagens obtidas por
microscopia de fluorescéncia, observa-se nlcleos preservados, esférico e integro, na condicdo
controle negativo (Fig. 47A). Nas CEC expostas a Luz UV (controle positivo), observa-se
fragmentacdo nuclear resultando na formacdo de cometa (Seta branca) e presenca de pontes
cromossomicas (seta amarela) (Fig. 47B). No entanto, quando as CEC foram expostas a 3000
UM de catecol em meio DMEM HAM F12, apresentaram ndcleos picnéticos e fragmentados
(Fig. 47C). Nas imagens dos grupos de células expostas ao catecol na presenca do MCAst
50% (Fig. 47D) e 100% (Fig. 47E) foram observados aglomerados nucleares (apontados

pelas setas vermelhas) em varios pontos da lamina, com nucleos picnéticos.
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Figura 47. Fragmentacdo nuclear em CEC expostas ao catecol. Nucleos marcados com Gel red (teste de
cometa). A - CEC em DMEM HAM F12 com 5 x 10 M de HCI (controle); B - CEC em meio DMEM HAM
F12 expostas a luz UV por 1 h (controle positivo); C - CEC em meio DMEM HAM F12 e 3000 pM de catecol;
D - CEC em MCAst 50% (v/v) e 3000 pM de catecol; E - CEC em MCAst 100% e 3000 pM de catecol.
Exposi¢do por 72 h. Imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia. Seta branca mostra ponte cromossémica;
seta vermelha aponta aglomerados nucleares e seta amarela mostra formacéo de cometa . Barra equivalente a 100

pm.

Os aglomerados celulares apontados nas imagens de CEC em MCAst, sugerem
modulacdo do meio condicionado de astrocitos sobre as proteinas de jungdo, mediante o dano

pelo catecol, dificultando a dissociacdo das células durante o teste. A abertura osmotica prévia
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da monocamada de CEC, antes de iniciar o teste de cometa, aponta uma opcao para abertura
da monocamada e reduzir a formacéo de aglomerados celulares.

Para avaliar a interagdo paracrina entre astrocitos e CEC na genotoxicidade induzida
pelo catecol em astrocitos foi utilizado o meio condicionado por CEC, nas proporcdes de 50 e
100%. As imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia mostraram lesdes de DNA
caracterizadas pela formagdo de cometas de variados comprimentos e padrfes, nos astrocitos
cultivados em DMEM HAM F12 submetidos a luz UV por 1 h (controle positivo de leséo
fisica) (Fig. 48A) e a 50 UM de peroxido de hidrogénio (controle positivo de lesdo quimica)
(Fig. 48B). Quando os astrocitos foram tratados com H,0, a frequéncia de danos no material
gendmico foi de 98% (Tabela 5). No grupo de astrécitos expostos a luz UV houve
fragmentacdo nuclear em todos os ndcleos analisados, com lesGes classificadas como 2, 3 e 4,
sendo que 26% destes foram classificados como danos maximos no DNA (Tabela 5).

Nos astrécitos cultivados em DMEM HAM F12 com 5 x 10* M de HCI (controle
negativo), os ndcleos mantiveram-se esféricos e integros (Fig. 48C). No grupo controle
negativo observou-se frequéncia de 99% de nucleos normais (classe 0), apenas 1% de leséo
grau 1 (Tabela 5).

Astrocitos expostos ao catecol em meio DMEM HAM F12 apresentaram seus nucleos
fragmentados em forma de cometas (Fig. 48D), com formacao de lesdes de DNA variadas em
93% dos nucleos (Tabela 5). O grupo de astrdcitos expostos ao catecol, apresentou 7% de
ndcleos integros, 93% de lesGes de DNA, destas 2% de dano maximo (Tabela 5).

Nos astrocitos expostos ao catecol em MCCEC 50% foi observado nos nicleos um
padrdo de imagem semelhante ao controle (células em DMEM HAM F12) com ndcleos
integros (Fig. 48E) e 30 % de lesbes leves, classificadas como classe 1 (Tabela 5).

No grupo de células expostas ao catecol, na presenca de MCCEC a 100% foi
visualizado genoprotecdo parcial (Fig. 48F), com maior propor¢do de lesdes leves a
moderadas (classe 1 e 2) e 38% de nucleos normais (Tabela 5).

Ao analisar a porcentagem de fragmentacdo do DNA, os dados revelaram mediana de
88.9 % (variacdo: 1,20 - 98,43%) na cauda dos cometas do grupo de astrdcitos expostos a 40
uM de catecol (Fig. 48). O MCCEC na proporcdo de 50% promoveu genoprotecao,
diminuindo a porcentagem de DNA fragmentado pelas quinonas do catecol, apresentando
uma mediana de 3,25% (variacdo: 0,0 - 5.49%) com diferenca significativa (P < 0,0001)

guando comparada com o0 grupo exposto ao catecol sem o meio condicionado.
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Figura 48. Danos em DNA de astrocitos expostas ao catecol. Nucleos marcados com Gel red (teste de cometa).
A - Astrécitos em meio DMEM HAM F12 expostos a luz UV por 1 h (controle positivo); B - Astrdcitos em
meio DMEM HAM F12 expostos a 50 uM de H,0, por 1 h (controle positivo); C Astrécitos em DMEM HAM
F12 com 5 x 10 M de HCI (controle); D - Astrécitos em meio DMEM HAM F12 expostos a 40 uM de catecol;
E - Astrocitos em MCCEC 50% (v/v) expostos a 40 uM de catecol; F - Astrocitos em MCCEC 100% expostos a
40 pM de catecol. Exposicdo por 72 h. Imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia. Barra equivalente a
100 pm.
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Tabela 5: Classificacdo de danos no DNA conforme padrdo de imagem dos cometas formados pelos nucleos.

Grau de lesdoes de DNA (%)

Classe 0 Classel Classel Classe 3 Classe4 Dano maximo
Controle UV 12 11 51 26
Controle H202 2 2 15 5 25 51
Controle HC1 ag 1
Ast cat 40 uM 7 3 29 16 43 2
Ast cat 40 uM + MCCECS0% 70 30
Ast cat 40 uM + MCCEC100% 35 24 12 5 0 11

A genoprotecdo foi parcial no grupo de astrdcitos expostos ao catecol em MCCEC

100%, apresentando porcentagem mediana de DNA fragmentado na cauda de 33,05 (variagao:

0,0 - 97,5%) (Fig. 49), significativa (P <0.0001) quando comparada com o grupo tratado com

catecol em DMEM HAM F12.
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Figura 49. Genoprotegdo em astrocitos pelo MCCEC mediante danos pelo catecol. Astrécitos em DMEM HAM
F12 com 5 x 10* M de HCI (controle); Astrécitos em meio DMEM HAM F12 expostos a 40 uM de catecol;
Astrocitos em MCCEC 50% (v/v) expostos a 40 uM de catecol; Astrdcitos em MCCEC 100% expostos a 40 uM
de catecol. Exposi¢do por 72 h. Analise de distribuicdo ndo normal, teste de Mann-Whitney. Significancia *** P
< 0.0001 comparado com o grupo tatado com catecol em DMEM HAM F12.
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O catecol é genotoxico aos astrocitos na concentracdo de 40 pM. O MCCEC (nas
proporcdes de 50% (v/v) e 100%) promoveu genoprotecdo aos astrécitos contra o dano
induzido pelo catecol, reduzindo tanto a frequéncia como a gravidade das lesdes no DNA. No

entanto, a genoprotecdo € mais evidenciada na presenca do MCCEC 50% (v/v).

4.6 INTERACAO PARACRINA ENTRE CEC E ASTROCITOS MODULANDO
A BARREIRA FISICA

4.6.1 Astrocitos influenciam o fechamento da monocamada endotelial

A monocamada endotelial da BHE ¢ fisicamente envolvida pelos pés terminais
astrociticos. E proposto que este contato seja crucial para desenvolver nestas células
caracteristicas proprias de BHE. Para verificar a interacdo paracrina entre estas células, as
CEC foram mantidas em cultivo em insertos com MCAst nas proporgdes de 50% e 100%. As
medidas do TEER em insertos com CEC em meio DMEM HAM F12/EGM apresentaram um
aumento gradual e lento quando comparado aos grupos modulados pelo MCAst nas diferentes
proporcbes (50 e 100%). O fechamento da monocamada de CEC em 50% de meio
condicionado por astrdcitos foi aumentando mais rapido, apresentando o maior TEER (536 Q
x cm?) entre 0s grupos, no menor tempo (7 dias) (Fig. 50). N&o se observa difernca estatistica

entre grupos.
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Figura 50. Medidas de TEER em CEC. ® CECs cultivadas em DMEM HAM F12/EGM; m CEC em MCast 50%
e A CEC em MCAst 100%. n=3 experimentos de cultura de células independentes. Comparagdes entre dois
grupos foram feitas com o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.
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Observa-se que o fechamento da monocamada em 7 dias na presenca do meio
condicionado e consequentemente 0 aumento da TEER € conferido a monocamada endotelial
sem a presenca fisica dos astrocitos.

4.6.2 Catecol inibe a expresséo de Fator V111 de vonWilebrand

O fator VIII é expresso por células endoteliais. Foram realizadas analises de
imunocitoquimica em CEC apds 72 h de exposicdo a 3000 uM de catecol na presenca e
auséncia do meio condicionado por astrécitos. As CEC cultivadas em DMEM HAM F12
apresentam marcagdo para fator VIII, com distribuicdo homogénea (Fig. 51A). Na presenca
do catecol, algumas celulas parecem retrair a membrana plasmatica, permitindo poros na
monocamada e a maioria das células apresenta diminuicdo na emissdo da fluorescéncia
resultante da imunomarcacdo do fator VIII (Fig. 51B) quando comparadas com as células nas
condigdes do controle. O MCAst 50% reverte parcialmente o efeito do catecol, as células
expressam fator VIII, porém com fluorescéncia menor que nas células da condicdo controle
(Fig. 51C).

O MCAst na proporcdo de 100% diminui o efeito do catecol sobre a monocamada
endotelial, com distribuicdo homogénea da expressdo do Fator VIII e fluorescéncia diminuida
quando comparada as células do controle (Fig. 51D).
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Figura 51. Imunocitoquimica para Fator VIII de vonWillebrand em CEC moduladas com MCAst e 3000 uM de
catecol por 72 h. A - CEC em DMEM HAM F12; B- CEC em DMEM HAM F12 e catecol; C — CEC em 50%
em MCAst 50% e catecol; D — CEC em MCAst 100% e catecol.. Microscopia de fluorescéncia. Barra
equivalente a 100 pum.

4.6.3 Catecol induz a expressao de ocludinaem CEC

A proteina ocludina tem importante funcdo nas juncées ocludentes da BHE. As células
endoteliais foram cultivadas por 72 h expostas ao catecol na presenca e auséncia do MCAst
nas proporgdes de 50 e 100%. As CEC cultivadas em DMEM HAM F12 apresentam
expressdo de ocludina diminuida na maioria das células (Fig. 52A). Na presenca do catecol
(Fig. 52E), observa-se aumento da cor fluorescente, resultante da imunomarcagdo de
ocludina, distribuicdo mais homogénea e maior juncédo entre as células na monocamada (Fig.
52D). O MCAst a 50% aumentou a expressdo de ocludina em CEC (Fig. 52B) quando
comparadas as células cultivadas em DMEM HAM F12. No entanto as CEC expostas a 3000
uM de catecol em MCAst 50% aparecem reativas, retraidas e alongadas com alteracéo
morfologica no arranjo celular que parece comprometer a permeabilidade da monocamada

endotelial.
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O MCAst a 100% parece aumentar a expressdo de ocludina em CEC quando
comparadas com as células cultivadas em DMEM HAM F12 (Fig. 52C). Na presenca de 3000
MM de catecol, o MCAst 100 % diminuiu a reatividade e consequentemente 0 espaco entre as
células, conferindo uma camada celular aumentada e mais homogénea, comparada com as

células expostas ao catecol na presenca do MCAst 50%.

Figura 52. Catecol induz expresssao de ocludina em CEC apés 72 h. A — CEC cultivadas em DMEM HAM
F12; B — CEC cultivadas em MCAst 50% (v/v); C — CEC cultivadas em MCAst 100%; D — CEC em 3000 uM
de catecol e DMEM HAM F12; E - CEC expostas a 3000 pM de catecol em MCAst 50% (v/v); F - CEC
expostas a 3000 uM de catecol em MCAst 100%; Imunocitoquimica para ocludina (vermelho) e DAPI marcador
de ndcleos (azul). Microcospia de fluorescéncia. Barra equivalente a 100 pum.

4.7 FATORES NEUROTROFICOS DE ASTROCITOS INFECTADOS COM
NEOSPORA MODULANDO A RESPOSTA DAS CEC

4.7.1 Citocinas (TNF-a e IL-10) e neurotrofinas produzidas por astrocitos
infectados com Neospora

Estudos realizados anteriormente no LabNq tornaram puablico que hd aumento na
expressdao de citocinas em astrdcitos infectados por Nc (Pinheiro et al., 2006a). Para
investigar a influéncia de citocinas e neurotrofinas sobre as CEC, astrocitos foram infectados

com Nc, da cepa Nc-Bahia, na proporgdo de 1:1. O meio de cultivo condicionado por estes
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astrocitos foi adicionado sobre as CEC. O primeiro passo foi entender a expressdo de
citocinas por astrocitos, cultivados sem microglia, infectados por Nc por 72 h.

Primeiramente determinou-se a expressdao do gene de B-actina que variou quando 0s
astrocitos foram infectados com Nc, a infeccdo aumentou essa expressao de 2,4 vezes (Fig.
53A).

Também foi feita uma comparacdo entre o gene de HPRT de astrocitos infectados e
ndo infectado por Nc. Em relagdo a expressdo de HPRT, a infec¢do dos astrécitos pelo Nc
diminuiu a sua expressdo em 1,5 vezes (Fig. 53B). Considerando que a variacao da expressao
deste gene foi menor que a expressdo do gene da outra proteina controle, a B-actina, optou-se

pelo HPRT como controle interno.
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Figura 53. Expressao dos genes da B-actina e HPRT em astrdcitos controles ou infectados por Nc. A - Expressdo
génica da B-actina e B - Expressdo génica da HPRT, Analise por gRT-PCR.

Os dados quantificados por gRT-PCR nos astrocitos infectados mostrou um aumento
na expressdo do Fator de Necrose Tumoral (TNF), considerando o HPRT como controle
interno, de apenas 3,9 vezes (Fig. 54A).

A expresséo génica da citocina IL-10 também foi avaliada e mostrou um aumento de

149 vezes considerando-se o gene de HPRT como controle (Fig. 54B).
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Figura 54. Expresséo relativa de gene do TNF e IL-10 em astrdcitos, normalizada para a expressdo mediana do
gene de HPRT em astrocitos ndo infectados e astrécitos infectados com Nc. A - Expressdo génica de TNF e B -
Expressdo génica de IL-10. Analise por gRT-PCR.

Outro questionamento importante conduziu a busca pelo tipo de sinalizacdo
neurotrofica feita pelos astrocitos quando infectados por Nc. A andlise da expressdo do gene
do fator neurotréfico derivado da glia (GDNF) nos astrocitos infectados possibilitou
visualizar a diminuicdo mediana de 1,5 vezes considerando os niveis basais de astrocitos ndo
infectados (Fig. 55A).

Quando analisado os dados relativos ao gene do Fator de Crescimento do Nervo
(NGF), observou-se um aumento mediano de 9,7 vezes considerando a expressédo do gene de
HPRT como controle (Fig. 55B).

Em relacdo a expressdo do gene do fator de crescimento derivado do cérebro (BDNF),
houve uma diminui¢do mediana de 2,5 vezes considerando-se 0 gene da HPRT como controle
(Fig. 55C).
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PCR.

4.7.2 Expressdao de neurotrofinas e citocinas por CEC moduladas por Meio
condicionado de astrdcitos infectados por Neospora

Para entender a interacdo entre as células da BHE (CEC e astrdcitos) na condicao de
infeccdo por Nc, inicialmente foi comparado o perfil dos genes das proteinas de controle
interno do teste modulados pelo MCAst e MCAst-Nc. Observou-se que a HPRT diminuiu de
1,5 vezes quando as CEC foram cultivadas em meio condicionado de astrécitos infectados em
comparacdo as células controles cultivadas em meio condicionado de astrocitos néo
infectados (Fig. 56). Por outro lado, a expressdo do gene da f-actina diminuiu de 1,2 vezes
quando as CEC foram cultivadas em meio condicionado de astrdcitos infectados em
comparacdo as células controles cultivadas em meio condicionado de astrocitos nao
infectados (Fig. 56). Sendo uma diferenca pequena e menor do que a encontrada para o gene

da HPRT, o gene da B-actina foi usado como controle interno para normalizar os resultados
em CEC.
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Figura 56. Expressdo dos genes p-actina e HPRT em CEC de ratos. Células em meio condicionado de astrocitos
infectados por Nc (MCAst-Nc) comparando com células cultivadas em meio condicionado de astrécitos ndo
infectados (MCAst). A - Expressdo génica de HPRT; B - expressdo génica de B-actina. Andlise por gRT-PCR.

Ao avaliar as respostas das CEC tratadas com meio condicionado de astrdcitos
infectados por Neospora, foi observado um aumento na expressao do gene de TNF de 2439
vezes em relacdo as células controles, cultivadas em meio condicionado de astrocitos ndo
infectados (Fig. 57).
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Figura 57. Expressao relativa de gene de TNF em CEC. Células em meio condicionado de astrdcitos infectados
por Nc (MCAst-Nc), comparando com células cultivadas em meio condicionado de astrocitos ndo infectados
(MCAst). Anélise por qRT-PCR.

A expressdo do gene de IL-10 também foi avaliada nestas células. A expressdo do

gene de IL-10 nas CEC cultivadas em meio condicionado de astrécitos ndo infectados teve
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um valor mediano indeterminado, por estar abaixo do limite de deteccdo, as células cultivadas
em meio condicionado de astrécitos infectados apresentaram um valor mediano de 27" de
2,5 x10°° normalizando-se para a expressdo do gene da B-actina.

A expressdo relativa de GDNF em CEC tratadas com meio condicionado por
astrocitos infectados, diminuiu de 109 vezes em comparacdo com células cultivadas em meio
condicionado de astrdcitos ndo infectados e normalizando-se os dados para a expressdo do
gene da p-actina (Fig. 58A).

A expressdo do gene de NGF diminuiu de 38 vezes nas CEC cultivadas em meio
condicionado de astrécitos infectados por Nc em comparacdo com células cultivadas em meio
condicionado de astrdcitos ndo infectados e normalizando-se os dados para a expressdo do
gene da B-actina (Fig. 58B).

Ao avaliar a expressdo do gene de BDNF, foi observado que houve diminuicéo de 7,6
vezes nas CEC cultivadas em meio condicionado de astrécitos infectados por Nc em
comparagdo com células cultivadas em meio condicionado de astrécitos ndo infectados e

normalizando-se os dados para a expressdo do gene da p-actina (Fig. 58C).
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Figura 58 Avaliacdo da expressdo relativa dos genes de GDNF, NGF e BDNF. Células em CEC tratadas com
meio condicionado de astrocitos infectados por Nc (MCAst-Nc) comparando com células cultivadas em meio
condicionado de astrocitos ndo infectados (MCAst). A - Expressdo génica de GDNF; B - Expressao génica de
NGF; C - Expressdo génica de BDNF - Andlise por gRT-PCR.

4.7.3 Expressdo de ocludina em CEC induzida pelo meio condicionado de astrdcitos

infectados por Neospora.

As CEC foram expostas ao MCAst a 50 e 100% (condicdo controle) e MCAst-Nc

(esterilizado por filtracdo através de membrana a 0,22 um de poro) na proporcao de 50% e
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100% por 72 h. As imagens da imunomarcacgdo para ocludina foram obtidas microscopia de
fluorescéncia. Ja foi observado em imagens anteriores que 0 MCAst aumenta a expressdo de
ocludina, com maior efeito a 50 % do que por 100%.

As CEC na presenca do MCAst-Nc a 50% apresentaram maior expressdo de ocludina
e de celularidade quando comparadas com as células cultivada em meio condicionado de
astrocitos ndo infectados. Com a exposi¢cdo das CEC por MCAst-Nc 100%, observa-se
diminuicdo da celularidade e altera¢cbes morfoldgicas pontuadas por nucleos picnéticos, com
retracdo celular resultando em abertura da monocamada por espacamento entre as celulas,

citoplasma espiculado e alargado em algumas células (Fig. 59).

Figura 59. Modulag&o de ocludina em CEC em meio condicionado de astrocitos infectados por Nc. A - CEC em
50% (v/v) em MCAst; B - CEC cultivadas em 100% de MCAst; C - CEC cultivadas em 50% (v/v) MCAst-Nc;
D - CEC cultivadas em 100% MCAst-Nc; Exposi¢ao por 72 h. Imunocitoquimica observada por microscopia de
fluorescéncia. Barra equivalente a 100 um.

O que ficou evidenciado € que astrdcitos infectados por Nc tém a expressdo dos
genes das citocinas (IL-10 e TNF) aumentados e os fatores neurotréficos BDNF e GDNF

diminuidos e NGF aumentado. O meio condicionado por estes astrocitos levou a
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superexpressdo de TNF em CEC, com reducdo de BDNF, NGF e GDNF, induziu a expressdo
de ocludina, promoveu alteracdes morfolégicas e reducdo da celularidade da monocamada

celular, comprometendo os mecanismos neuroprotetores nestas células.



136

5 DISCUSSAO

A integridade da BHE é essencial para manter a homeostase do SNC (CABEZAS et
al., 2014). A compreensdo sobre o que torna a monocamada de CEC especializada em
proteger 0 SNC contra xenobioticos parece ser um ponto de partida para o entendimento das
patogéneses do cérebro e uma ferramenta importante no desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos capazes de atravessar a BHE e promover a acdo preventiva e/ou terapéutica
destas doencas. Celulas gliais tém importante funcdo regulatdria sobre a manutencdo da BHE
(BROUX et al.,, 2015), mas ndo se sabe exatamente o caminho ativado por elas para
manutencdo das CEC. Astrocitos contribuem com varias propriedades na BHE, como a
expressdo de gama-glutamil transpeptidase e transportadores de glicose do cérebro em células
endoteliais ndo neurais (KUCHLER-BOPP ET AL., 1999).

Inicialmente, foi observado que, ap6s o isolamento, as CEC de ratos necessitam de
estimulo para crescimento. As CEC, ap0s isolamento, que ficaram quiescentes em cultivo por
mais de 20 dias e depois apresentaram alteracdo morfoldgica e proliferacdo por inducdo dos
MCAst. Ha estudos que mostram que algumas fungdes especificas da BHE sdo mantidas por
pés terminais de astrécitos que envolvem as células endoteliais (RUBIN et al., 1991,
GAILLARD et al., 2005; ABBOTT et al., 2006).

O Citrato de sédio em concentracdes elevadas conduziu a citotoxicidade das CEC,
tanto reduzindo a celularidade como a capacidade de captacdo de nutrientes por estas células
(FREESE et al., 2012). A dissociacdo enzimatica total gera células Unicas com caracteristicas
cerebrais limitadas e reprodutibilidade diminuida ou ausente, devido a protedlise durante o
processo de isolamento (CECCHELLI ET AL., 2007).

O MCC6 (50%) estimulou o crescimento das CEC, em velocidade maior quando
comparado com o meio de células normais (0s astrocitos). Estes resultados sugerem que o
meio condicionado destas células possui moléculas capazes de estimular a proliferacdo das
CEC, aumentando a confluéncia da monocamada celular da barreira, o que pode impedir que
fatores estimuladores do tumor atravessem a BHE e modulem mecanismos que facilitam a
invasdo tumoral em outros compartimentos. O glioma raramente apresenta metastase. Ha
estudos que mostram que algumas fungdes especificas da BHE sdo mantidas por pés terminais
de astrocitos que envolvem as células endoteliais (RUBIN et al., 1991; GAILLARD et al.,
2005; ABBOTT et al.,, 2006). Em condicdo de cocultivo, observou-se que células
imortalizadas de glioma (C6) induziram propriedades de integridade da BHE em células
endoteliais de corddo umbilical (HURST; FRITZ, 1996). No entanto, ndo ha registro de dados
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na literatura testando a interacdo entre estas células em culturas separadas, como mostrado
neste trabalho.

A imunomarcagéo para fator VIl de vonWillebrand foi positiva em CEC quiescentes
e em células cuja diferenciacao foi iniciada por meio condicionado por astrocitos. Porém, em
células diferenciadas por inducdo dos meios condicionados a intensidade de fluorescéncia foi
maior, quando comparada & imunomarcacdo de Fator VIII de vonWillebrand em células néo
diferenciadas. O fator VI1II de vonWillebrand é um marcador especifico de células endoteliais
(SORDI et al.,, 2017) e € expresso em altos niveis durante a angiogénese em células
endoteliais em cultura (ZANETTA et al., 2000). Este fator foi utilizado para identificar
células endoteliais periféricas diferenciadas a partir de cultivo de células endoteliais
progenitoras (SANCHEZ-HERNANDEZ et al., 2010).

O meio condicionado pela microglia também mostrou ter um importante papel na
morfologia das CEC quiescentes, pois induziu alteracbes morfologicas e reprodutibilidade
em nestas células, o que sugere que nesse meio condicionado ha outros fatores secretados pela
microglia, competentes na diferenciacdo e fendtipo de células endoteliais. A microglia tem
importante influéncia sobre a funcdo da BHE em condicdes fisiologicas e inflamatéria por
reacdo imediata em condicdes de ameacas do desequilibrio do microambiente do SNC
(BROUX et al., 2015). A microglia ativada (M2) pode alterar a permeabilidade da BHE por
interferir na expressdo de proteinas de juncdo (NIMMERJAHN et al., 2005). No entanto ndo
se sabe ainda qual o mecanismo envolvido na modulacdo funcional promovida pela microglia
na forma ndo ativada (M1), em condicdes fisioldgicas, sobre células do SNC.

A cultura primaria confluente de CEC de ratos, confluentes, suportou bem o teste de
dissociacdo enzimatica por tripsina e o congelamento, mantendo caracteristicas morfoldgicas
e reprodutibilidade, melhorando o grau de pureza das culturas. Estas observacdes tém
respaldo da literatura, sendo que CEC podem ser submetidas a subcultivos e estocadas em
nitrogénio liquido para uso em experimentos posteriores, mantendo fenétipo caracteristico até
a sétima passagem (CECCHELLI et al., 2007).

O uso do meio preconizado para células endoteliais, 0 EGM-2, foi ajustado a
proporcdo de 50% em DMEM HAM F12 para otimizar o tempo de diferenciacdo das células
em cultura. O meio EGM-2 foi apontado, em estudo comparativo, como o0 meio de cultura
ideal para o cultivo de células endoteliais cerebrais (RBEC) e células da espinha dorsal
(RSCEC) de ratos (WATSON et al., 2013). O meio EGM-2 foi 0 meio de escolha utilizado
em cultura de células endoteliais de corddo umbilical e cultura primaria de células endoteliais

cerebrais num estudo envolvendo o receptor gC1qgR/HABP1/p32, ligante do Plasmodium
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falciparum para adesdo no endotelio vascular (BISWAS et al 2007) e em cultura de células
endoteliais progenitora na investigacdo dos canais de Ca** (SANCHEZ-HERNANDEZ et al.,
2010).

A microglia interage com os astrocitos durante o cultivo, e ap0s a separecdo destas
células, essa interacdo continua influenciando na resposta dos astrocitos ao dano provocado
pelo catecol. O catecol foi mais citotoxico para astrocitos isolados, com separagao precoce da
microglia desde as primeiras 48 h de cultivo (P1), com mediana de ECs, de 82 uM do que 0s
astrocitos isolados que sofreram separacdo da microglia apos 7 dias de cultivo, situacdo em
que a mediana da ECs foi de 229 uM. Os astrdcitos mostraram ser mais resistentes ao dano
provocado pelo catecol do que as células de N2 de neuroblastoma, linhagens de origem de
neuronal, onde a ECsp determinada foi 38 UM apds 72 h, com dose minima citotoxica de
20 uM (LIMA et al.,, 2008). Os métodos desenvolvidos para estabelercer a cultura de
astrocitos isolados da microglia ja sdo bastante utilizados (CROCKER et al., 2008). Em
estudos anteriores, ja foi comparada a resposta da microglia/astrocitos em cultura, sendo que
astrocitos apresentam resposta antiinflamatoria diferente em cultura mista, quando
comparados com culturas isoladas (WILLIS, 2011; LOSCIUTO et al., 2012). Porém, no
presente trabalho, estas células estavam em culturas isoladas em ambos os protocolos.

Astrécitos isolados de ambos os protocolos (P1, remocao precoce da microglia e P2,
remocao tardia da microglia) apresentaram fluorescéncia resultante da imunomarcacao para
GS, sendo que a expressdo da enzima parece maior nos astrocitos isolados do protocolo 2,
onde houve remocdo tardia da microglia. GS é uma enzima citosélica particularmente
encontrada em astrécitos e catalisa a conversdo dependente de ATP, de aménia e glutamato
que sdo liberados pelos neurdnios, para formar glutamina que sera utilizada no metabolismo
neuronal do glutamato (HERTZ, 1979). Dessa maneira, 0s astrocitos promovem
neuroprotecdo contra a exitotoxicidade pelo glutamato e tambem previne os danos causados
pela hiperamonemia, responsavel pelo edema cerebral (SUAREZ et al., 2002; ROSE et al.,
2013). O aumento da expressdo de GS em areas de neurbnios glutamatérgicos pode resultar
em neuroprotecdo por impedir a degeneragdo neuronal, e a expressao diminuida dessa enzima,
pode comprometer a interacdo metabolica neurdnio glia (VERKHRATSKY et al., 2015).

As imagens de imunocitoquimica ndo revelaram presenca destas células reveladas
pela imunomarcacdo negativa para OX42. Mesmo apds a separacdo destas células, os
mecanismos citoprotetores anteriormente ativados continuam manifestando acdo, sugerindo
que h&d um "legado™ da interacdo da microglia com os astrécitos durante o cultivo que 0s

tornam mais resistentes.
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O catecol, em diferentes concentracdes, induz reatividade astrocitaria com alteragdes
importantes de citoesqueleto. Estas alteracdes sdo mais evidentes em astrécitos cultivados em
mistura glial com remogdo da microglia apds 7 dias de cultivo (P2), em compara¢do com 0s
astrocitos cultivados sem microglia desde as primeiras 48 h (P1). A reatividade astrocitaria ao
catecol foi diminuida pelo GSH nas células dos dois protocolos, mesmo utilizando no teste
uma dose supra terapéutica. Em pH fisioldgico, o catecol auto oxida gerando grande
quantidade de espécies reativas de oxigénio (MELIKIAN et al., 2008). O GSH atua como
substrato para enzimas antioxidantes e detoxificadoras, transferindo o tripeptideo para as
espeécies reativas, protegendo os astrocitos e neurénios contra o dano oxidativo (DRINGER et
al., 2003).

A reatividade astrdcitaria € uma resposta aguda, que limita o dano tecidual,
promovendo a protecdo ao SNC até o reestabelecimento da homeostase (PEKNY; PEKNA,
2014). A astrogliose estd diretamente relacionada a expressdo de GFAP, principal
componente dos filamentos intermediarios dos astrocitos e um importante marcador de
reatividade astrocitaria em estudos com varios modelos de SNC (ENG et al., 2000).

De algum modo, além das modificagcdes morfoldgicas mediante a exposicdo ao
catecol, os astrdécitos também desencadearam mecanismos de protecdo contra o dano, pois as
células que foram cultivadas com microglia apresentaram maior reatividade astrocitaria e
coincidentemente maior resisténcia ao dano. Isso foi confirmado quando astrocitos do
protocolo 1 foram expostos ao catecol na presenca do meio condicionado pela microglia. Ou
seja, 0 MCMG promoveu protecdo dose dependente aos astrocitos, diminuindo a toxicidade
ao catecol em 8 vezes com 20% do MCMG e citoprote¢éo total quando modulados com 50%
de MCMG frente ao dano, ndo apresentando diferenca em relacéo ao controle.

A reatividade astrocitaria recruta microglia em situacdo de lesdo (RENAULT-
MIHARA et al., 2008; ROBEL et al., 2011). Em contrapartida, a microglia ativada recruta
astrocitos para regides afetadas (NAKAZAWA et al., 2007). Os resultados foram obtidos da
modulacgéo dos astrocitos por meio condicionado pela microglia, mas ndo cocultivo. Portanto,
a interacdo ndo é resultante de reagdo celular e sim da interacdo dos componentes do meio
condicionado pela microglia com os astrécitos. Este meio condicionado leva a respostas de
citoprotecdo aos astrocitos em situacfes de dano, independente do contato celular, embora
ndo se saiba qual o mecanismo envolvido. Foi observada também uma diminui¢cdo na
quantidade de quinonas, além da citoprotecdo dos astrécitos pelo meio condicionado pela

microglia com aumento da viabilidade celular.
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Os astrocitos isolados pelo protocolo 1 (P1) ndo alteram a expressdao do gene da
citocina IL-10 quando tratados com catecol. Ha diminui¢do na expressdo dessa citocina na
presenca do catecol por 72 h somente em astrécitos P2. Acidos graxos saturados, como écido
palmitico, laurico e estearico induzem aumento de TNF e IL-6 em astrocitos (GUPTA et al.,
2012).

Foi observado que o catecol diminui a expressao de IL-1B nos astrécitos isolados tanto
do protocolo 1 como pelo protocolo 2. O catecol induz estresse oxidativo pela producdo de
espécies reativas de oxigénio e formacdo de quinonas. A microglia ativada por acido
palmitico e lipopolissacaridio induz a expressdo e secre¢do de IL-1pB e IL-6 (Wang et al.,
2012). ROS ativa o NF-xB por fosforilacdo dos residuos de serina e induz inflamacédo, onde
se observa aumento de citocinas como IL-1pB, IL-6 e TNF pela microglia (AKHTAR et al.,
2017). A inducdo na expressdo das citocinas IL-13 e TNF por meio condicionado pela
microglia em astrdcitos expostos a radiacdo ionizante, foi relacionada a inducdo da expressdo
de ICAM-1 nestas células (KYRKANIDES et al., 1999). Parece que a microglia é crucial no
estabelecimento de um estado inflamatdrio.

Os fatores neurotréficos, BDNF, NGF e GDNF possuem importante influéncia sobre a
sobrevivéncia e funcdo celular. O NGF € mediador da dor periférica, principalmente em
processos inflamatdrios (PEZET et al., 2006) e tem associa¢do com resposta autoimune pelo
bloqueio das vias de sinalizacdo entre as células gliais, modulando a resposta patogénica e a
dor (SCHOLZ et al., 2007). O catecol parece ndo influenciar a expressdo dos fatores
neurotroficos NGF, BDNF e GDNF. Porém, astrocitos isolados com remocdo tardia de
microglia apresentam niveis diminuidos de NGF, quando comparados com as células isoladas
obtidas pelo protocolo 1.

Se por um lado, culturas isoladas de células gliais permitem estudar a responsabilidade
de cada tipo de célula a agentes pro-inflamatdrios, por outro lado, o uso de culturas mistas
poderia refletir a condi¢cdo mais préxima da fisioldgica e ser Gtil para observar modificagdes
globais e interacbes celulares, caracterizando desordens do CNS. Como foi visto, ha
citoprotecdo resultante da interacdo da microglia com os astrocitos na mistura glial. Diante
desse fato, no sentido de evitar a interferéncia de fatores secretados pela microglia, 0 método
de isolamento de astrdcitos com eliminacdo da micrdglia desde as primeiras 48 h de cultivo
foi escolhido nos estudos sobre a interacéo entre astrocitos e CEC.

As CEC sdo resistentes ao dano pelo catecol. Os resultados obtidos pelo teste de MTT
mostraram que CEC sobrevivem a toxicidade pelo catecol, pois ndo se observou alteragcdo

significativa na atividade das desidrogenases mitocondriais. No entanto foi observado morte
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celular nas imagens, obtidas durante o teste, por microscopia de contraste de fase na
concentracdo de 6000 UM de catecol, caracterizada pela reducéo na celularidade. Nas anélises
por citometria de fluxo foi determinado que o catecol induz morte em CEC por apoptose. As
CEC crescem aderidas ao filme de colageno e fazem juncdes ocludentes quando confluentes.
Para andlise no citbmetro de fluxo as células foram mantidas em suspensdo apoés
descolamento da placa por a¢do enzimatica da tripsina, isso pode ter contribuido com a morte
por apoptose observada no controle. No entanto a porcentagem de morte de CEC por apoptose
no grupo exposto ao catecol € maior em comparagdo com o grupo controle. A oxidacdo do
catecol em pH fisiologico eleva a quantidade de quinonas, o0 que contribui para o estresse
oxidativo. O dano oxidativo ativa vias pré apoptéticas por regulacdo de Bcl-2 mitocondrial
via ubiquitina-proteossoma, conduzindo a apoptose em células endoteliais de corddo
umbilical, a HUVEC (LI et al., 2016). Outro estudo também mostrou que dano oxidativo
induzido por cobre, dose dependente, também conduz a citotoxicidade e morte por apoptose
em celulas endoteliais cerebrais (WANG et al., 2016). Em contraposi¢do, um estudo
envolvendo modelo de hipdxia e reoxigenacdo, por ativagdo do ciclo redox de quinonas,
mostra que astrocitos de camundongos sdo mais resistentes ao dano oxidativo comparado com
uma linhagem de células endoteliais derivadas de porco, clonadas (BRESGEN et al., 2006).

As CEC e astrécitos interagem entre si, em resposta ao dano pelo catecol. Catecol foi
citotoxico aos astrocitos isolados, onde se observou diminuicdo da atividade das
desidrogenases mitocondriais e aumento da producdo de quinonas. O MCCEC protege 0s
astrocitos da citotoxicidade induzida pelo catecol. Os constituintes do meio condicionado por
CEC reduziram a reatividade astrocitéaria e a expressao de GFAP destas células mediante o
dano oxidativo causado pelas quinonas, quando expostas a 20 UM de catecol. Varios estudos
tém mostrado a funcdo dos astrocitos na modulacdo das células endoteliais, em cocultivo,
principalmente sobre as caracteristicas que conferem a BHE (ABBOTT, 2002; ABBOTT et
al., 2006; BARRETO et al., 2011; CHAITANYA et al., 2014). Estudo envolvendo meio
condicionado por astrocitos mostrou modulagdo em células endoteliais humanas (HBMEC)
aumentando a expressao de proteinas de zonas de olcusédo, a Z0-1 (SIDDHARTHAN et al.,
2007).

O catecol induz a morte nos astrocitos por apoptose. Em sistema mitocondrial, o
aumento na producdo de quinonas por catecol a 1 mM foi capaz de inibir o complexo Il da
cadeia respiratoria, diminuindo o consumo de O, potencializando o efeito toxico (BARRETO
et al., 2005). O estresse oxidativo leva a perda da permeabilidade mitocondrial devido a

peroxidacao lipidica, com liberacdo de moléculas pré apoptéticas, por ex. citocromo c, forma
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apoptossomos que ativam caspase 9 e na sequéncia caspase 3, ocasionando apoptose
(GOTTLIEB, 2001). Em outro estudo, a viabilidade celular em astrocitos também foi
diminuida ap6s exposi¢do a 107 uM de 3-metilcatecol ap6s 72 h (BARRETO et al., 2007).

Os resultados obtidos evidenciaram também que a interacao dos astrécitos com o meio
condicionado de CEC promovem o aumento da expressdo da isoforma de GST, a GSTpi, e de
proteinas de efluxo, a gp-P. O aumento na expressdo de enzimas envolvidas nos mecanismos
detoxificadores da barreira metabdlica, em astrocitos na presenca do meio condicionado por
CEC, e em CEC na presenca do meio condicionado pelos astrocitos, pode ter importante
implicacdo na reducdo do dano pelo catecol, o que fortalece a hipotese de que ha interacédo
entre células da BHE independente do contato entre as células. As GST estdo envolvidas na
biotransformacdo de drogas, na detoxificacdo de xenobioticos enddgenos e exdgenos e na
esteroidogénese (BACIC BARONICA et al., 2014). Células cerebrais de ratos, sofrem
inducdo na expressdo do gene de GSTpi por dexametazona e pregnenolona-16a-acarbonitrila
(BAUER et al., 2008). O aumento da expressao de GSTpi pode estar indiretamente envolvido
com a diminuic¢do do dano oxidativo, por eliminacdo das espécies oxidantes (HAYES et al.,
2005). O polimorfismo de GSTpi, exemplo do gendtipo C341T, em pessoas saudaveis
comparado com pacientes de esclerose multipla parece amenizar o surgimento do fenétipo
clinico (BACIC BARONICA et al., 2014). Por outro lado, aumento na expressdo de GSTpi
durante o uso de quimioterdpicos estd diretamente relacionado a diminuicdo do efeito,
associado ao surgimento da resisténcia a drogas em tumores cerebrais (CALATOZZOLO et
al., 2005; FRUEHAUF et al., 2006; YAO et al., 2012).

Foi observado aumento na expressdo de UGT1AG6 por astrocitos tratados com catecol
na presenca do meio condicionado por CEC em andlise feita por western blot. Pelas imagens
de imunocitoquimica obtidas por microscopia confocal observou-se que o estresse oxidativo
causado pelo catecol aumentou a expressdo dessa isoforma nas células com alteracdes
gendmicas importantes. Parece que estes efeitos foram diminuidos na presenca de MCCEC a
50% e 100%. Astrocitos sobreviventes de condigdes de estresse oxidativo, apresentam uma
superexpressdo de enzimas envolvidas no metabolismo na detoxificacdo de xenobioticos,
como resposta adaptativa (GRADINARU et al., 2012), o que possivelmente pode estar
acontecendo nas células onde se observa fluorescéncia mais intensa coincidindo com lesGes
cromossdmicas. Culturas primérias de astrocitos de ratos expressam UGT1A6 e 1A7,
constitutivamente e indutivamente (GRADINARU et al., 1999). A UGT1A6 é uma isoforma
que catalisa as rea¢fes do acido glucurdnico com variedades de compostos enddgenos e
drogas com acdo no SNC (EL-BACHA et al., 1999; COURT et al., 2001; ETHELL et al.,
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2003; SAKAKIBARA et al., 2016a; b). Glucuronideos de catecol ja foram caracterizados em
microssomos intestinais, gastricos e hepaticos (ANTONIO et al., 2003). No entanto, espécies
reativas provocam oxidagdo de proteinas diminuindo assim a atividade enzimatica
(FERNANDES et al., 2011). As isoformas de UGT catalisam a formacdo de conjugados de
glucuronidios por ligacdo a diidrodiois, reduzindo assim a ligacdo destas espécies com o
material gendémico, proteinas e lipideos (ZHANG et al., 2013).

As CEC apresentaram resultados divergentes nos diferentes métodos utilizados para
analise de gp-P. Observa-se nas imagens da imunocitoquimica que o0 MCAst aumenta muito a
fluorescéncia resultante da imunomarcacao para gp-P no grupo de células expostas ao catecol,
comparando com células expostas ao catecol em meio DMEM HAM F12. No entanto, quando
as andlises foram realizadas por citometria de fluxo, observa-se diminuicdo na
imunomarcacao de gp-P das células expostas ao catecol em MCAst na proporcao de 50%,
frente ao dano, quando comparadas com as células tratadas com catecol em DMEM HAM
F12. Para andlise no citdmetro, as células foram dissociadas enzimaticamente com tripsina e
mantidas em suspensdo. A tripsina (EC 3.4.21.40) é uma serina protease que cliva 0s
aminoacidos, arginina e lisina na posicdo R1, da cadeia lateral positiva de proteinas de
membrana celular, exceto seguidos de prolina. A gp-P é uma proteina de membrana que
possui sitios de clivagem (ATM: [LYS] 96:A. CA e ATM: [ARG] 96:A. CA, no organismo
de Mus musculus PDB ID: 3G60 (ABCB1) e do Rattus norvegicus UniProtKB - P43245) com
potencial para o reconhecimento da tripsina pela lisinas da sequéncia do dominio de ligacao
da gp-P (LMLVFGYMTDSFTPSRDPHSDRAITNQSEINSTHTVSDTSLEEDMAMYAY),
na alca externa da membrana das células, coincidindo com a regido do sitio de ligacdo dos
anticorpos (Fig. 60) (http://www.rcsb.org; www.uniprot.org).

Em estudo de comparagdo entre as duas células, cultura primaria glial e linhagem
imortalizada de glioma, ambas foram capazes de aumentar os niveis de gp-P e a expressao de
mMRNA de VEGF, com alteragdes nas propriedade estruturais e funcionais de células
endoteliais em cocultivo, sugerindo uma interacéo resultante na expressao de gp-P dependente
do contato fisico (BOVERI et al., 2005).

O meio condicionado das CEC induziu a expressdo de gp-P em astrécitos expostos ao
catecol. O antineoplasico doxorubicina também mostrou esse papel indutor da expressao de
gpP (ABCB1) em cultura priméria de astrocitos, apontando como fator caracterizador da
resisténcia dessa droga (MERCIER et al., 2003). Em recente estudo foi mostrado que
astrocitos e pericitos em co-cultivo tém importante papel sobre diferenciacdo das células

endoteliais cerebrais e que astrocitos sdo essenciais na manutencdo das caracteristicas de
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barreira como a expressdo e atividade de proteinas da bomba de efluxo, por polarizagdo de
gp-P (AL AHMAD et al., 2011). Um estudo mostra que a regulagéo resultante do aumento de
gp-P é dependente do tempo, em exposicdo crénica, mediante estresse oxidativo
(NWAOZzZUZU et al., 2003).
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Figura 60. Possiveis sitios de ligagdo da serina na alca externa da gp-P de organismo Mus musculus
http://lwww.rcsb.org). Apds ligagdo do anticorpo, a molécula muda de conformagdo e fecha a abertura
intramembranar. A tripsina cliva a alca externa, dificultando a ligagdo do anticorpo (modificado de Loo and
Clarke, 2016)

A exposicdo das CEC ao catecol gera grande producdo de quinonas e promove
espoliacdo de GSH. Em condicdes de interagdo com MCAst, nas concentracdes de 50 e 100%
foi observada a protecdo contra a espoliacdo do GSH pelo catecol em CEC. As GST tém
importante papel na catalise da reacdo de conjugacdo de glutation com espécies reativas
geradas na auto oxidacdo do catecol, além de reduzir a quantidade de epoxido (HARRIS et
al., 2013). A biosintese de GSH ocorre no meio intracelular e pode ser inibida por butionina
sulfoxamina (YOUNG; VILLALOBOS, 2014). Um estudo com astrocitos expostos a espécies
reativas de oxigénio, mostrou diminui¢do nos niveis de GSH coincidindo com aumento na
oxidagdo de proteinas (HEURTAUX et al., 2004). Quando o GSH é transferido para as
quinonas pelas GST, o grupo tiol do GSH num ataque nucleofilico a macromoléculas
eletrofilicas celulares promove pareamento dos elétrons, formando o complexo GSH-
quinonas, resultando em citoprotecédo e espoliagédo de GSH. Qualquer alteracdo neste sistema
de protecdo antioxidante pode potencializar a neurodegeneracdo por perda de células
neuronais (AL NIMER et al., 2013).

O Catecol promoveu espoliacdo de GSH em células de glioblastoma humano, em 72

h. A espoliacdo de GSH em GL-15 induzida pelo catecol foi determinada ap0s exposi¢édo de
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24h (DE OLIVEIRA et al., 2010), o que mostra que estas células ndo conseguem superar esta
espoliagdo e por isso ha reducdo da celularidade observada nas imagens obtidas dos
experimentos. O MCCEC protegeu GL-15 contra a espoliagdo do GSH, in vitro. Isso reforca a
hipdtese que existe uma interacdo entre estas células e que isso ndo é dependente do contato
fisico. No entanto, também se observou protecdo conferida pelas CEC a espoliacdo de GSH
pelo catecol em GL-15 em condigdes de cocultivo. Esta protecdo pode ter sido por eficicia da
barreira metabdlica na conjugacao das quinonas e do sistema de efluxo, bombeando-as para a
porcdo luminal e/ou por modulacdo das CEC sobre as GL-15, ativando nestas células
mecanismos protetores. O GSH ¢ sintetizado em variadas quantidades em diferentes regides
do cérebro, sendo os astrécitos e a microglia as células com maior relacdo enzima atividade
com niveis de GSH (KANG et al., 1999).

Catecol foi genotoxico em 93% dos astrécitos. Foi observado que o0 MCCEC a 50%
protege os nulcleos dos astrocitos das fragmentacdes de DNA induzidas pelo catecol. Houve
também reducdo da instabilidade genémica dos astrécitos expostos ao catecol na presenca de
MCCEC na proporc¢do de 100%. O metodo utilizado no estudo toxicogenético foi o teste de
cometa que permite detectar lesbes no DNA (SINGH et al., 1988; TICE et al., 2000;
VILLELA et al., 2006; OLIVE, 2009; KARLSSON et al., 2014). As lesdes de DNA sdo
geradas diariamente, em condigdes fisioldgicas pelo préprio metabolismo celular. No entanto
0 teste foi ajustado para minimizar migracdo dos danos dos cometas, tendo como base o
controle, aumentando a sensibilidade do teste. Ja foi mostrado que o catecol também induz
genotoxicidade em células GL-15 (DE OLIVEIRA et al., 2010). Em modelo de estresse
oxidativo em astrocitos, por inducdo do metabolismo desencadeado pelo a-gliceril-fosforil-
colina e em tratamento cocomitante com a mistura racémica de acido a-lipoico (uso clinico
como antioxidante) observou-se reparo de lesdes do DNA visualizadas pela reducdo na
formacdo de cometas (GRASSO et al., 2014). De algum modo, 0 meio condicionado das CEC
em contato com os astrécitos mediante o dano pelo catecol promoveu a genoprotecao destas
células. O mecanismo envolvido precisa ser melhor elucidado.

Em condic¢des similares a patologica, foi observado que astrocitos infectados com Nc
aumentam muito a expressao génica de 10 IL-10 e TNF quando comparados com astrocitos
ndo infectados. Nesta mesma condi¢do foi observado também que astrécitos infectados
apresentaram diminuicdo na expressdo dos genes de BDNF e GDNF e aumento da expressdo
génica de NGF. Em estudos anteriores ja foram mostrados que Nc aumenta a expressao de
citocinas (IL-10 e TNF) em astrécitos (PINHEIRO et al., 2006a), sinalizando grande resposta

inflamatoria a invasdo parasitaria. Nc € um protozoario que causa alteragdes neuromusculares
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em vertebrados, sem relatos de infeccdo humana, porém devido similaridade de invasdo, este
modelo pode ser usado como pardmetro de invasividade do SNC por toxoplasma. A IL-10 é a
primeira citocina a ser sintetizada com objetivo de inativar o invasor e a0 mesmo tempo
induzir processos protetores, como aumento de NGF em astrocitos (OTTEN et al., 2000). Os
astrocitos secretam GDNF (ALVAREZ et al., 2013). O que ndo ficou bem estabelecido foi a
relagdo do aumento de TNF com os mecanismos de reducdo da expressao de GDNF e BDNF
pelos astrocitos infectados.

Foi observado um aumento de 20 vezes na expressao do gene de TNF em CEC
moduladas com meio condicionado por astrocitos infectados por Nc quando comparada com
CEC cultivadas com meio condicionado de astrécitos ndo infectados. No entanto, a expressao
do gene de IL-10 pelas CEC cultivadas em meio condicionado de astrécitos nao infectados
teve um valor mediano indeterminado, por estar abaixo do limite de detec¢do. O meio
condicionado por astrocitos infectados diminuiu a expressdo do gene de GDNF 109 vezes, do
gene de NGF em 38 vezes e BDNF em 7,6 vezes em comparagdo com células cultivadas em
meio condicionado de astrocitos ndo infectados. A diminuicdo de BDNF em CEC foi
observada em cortices de ratos em longos periodos com diabetes mellitus (NAVARATNA et
al., 2011). As CEC séo a principal fonte de secrecdo de BDNF no cérebro (NAKAHASHI et
al., 2000). Por ser uma proteina neuroprotetora, essa diminui¢do esta relacionada com o
aumento de doencas neurodegenerativa (KALINOWSKA-LYSZCZARZ; LOSY, 2012;
BUDNI et al., 2015). O BDNF se liga ao receptor de baixa afinidade pT75"'", sinalizando
para sobrevivéncia celular por ativacdo das vias Ras/ERK e Akt/PI3K
(ASSIMAKOPOULOU et al., 2007). O receptor pT75""" pode agir como co-receptor
dimerizando trk por trans auto fosforizacdo podendo sinalizar a sobrevivéncia celular, via
ativacdo de NF-kB, ou apoptose, por ativacdo de Racl/Jun N-terminal cinase, JNK
(ASSIMAKOPOULOQU et al., 2007). Porém este receptor também é reconhecido por TNF e a
modulacdo depende da concentragédo do ligante no sitio ativo. Em células endoteliais isoladas,
TNF apresenta efeito bifasico, em baixas doses, provoca reducdo de gp-P, em altas doses
promove aumento da expressdo, porem sem aumentar a atividade de transporte (PAN et al.,
2006; PAN et al., 2008; VON WEDEL-PARLOW et al., 2009; POLLER et al., 2010).
Receptor de GDNF, o GDNFR-al ¢ expresso por CEC na regido do cortex (ALVAREZ et al.,
2013).

Aumento nos niveis de citocinas e TNF-o esta associado com o aumento da
permeabilidade da monocamada e reducdo da resisténcia elétrica trans endotelial (WONG et

al., 2004). Os valores de TEER obtidos da monocamada endotelial fornece um indicador de
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integridade de membrana celular baseado no principio de que células confluentes constituem
uma barreira para trocas ionicas através da membrana (BOUHET et al., 2004; LIN et al.,
2005; PRESS e DI GRANDI, 2008). No entanto, aumento de proteinas de juncéo e da TEER
sdo estimulados por GDNF (IGARASHI et al., 1999). A reducéo dos fatores neurotroficos na
presenca do meio condicionado por astrocitos infectados por Nc, sinaliza a reducdo na

neuroprotecdo conferida por estas proteinas.
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6 CONCLUSOES

Os meios condicionados pelos astrocitos, de glioma murino e de microglia induzem a
proliferacdo e alteracdo morfologica das CEC quiescentes, mantendo o fenétipo de celulas
endoteliais.

O catecol € mais citotdxico para astrdcitos isolados, com separacdo precoce da
microglia a partir de 48 h, quando comparado com a resposta dos astrécitos com separacdo
tardia da microglia (ap6s 7 d). O meio condicionado pela microglia confere resisténcia a estes
astrocitos.

As CEC de ratos sdo resistentes ao dano induzido pelo catecol.

O meio condicionado por CEC protege os astrocitos contra o dano provocado pelo
catecol, aumentando a expresséo da isoforma GSTpi, a UGT1AG6 e de bomba de efluxo gp-P.

O meio condicionado pelos astrécitos aumenta a expressdo de GSTpi e reduz a
expressao de gp-P em CEC mediante o dano pelo catecol. As CEC e astrdcitos expressam
UGT1AG6.

O meio condicionado CEC, na presenca do catecol, aumenta a expressdo de UGT1A6
em astrocitos. Porém ndo se observou alteracdo de UGT1A6 em CEC entre 0s grupos tratados
com catecol e na presenca do MCAst.

O catecol leva a espoliagdo parcial de GSH em CEC, porém o MCAst protege as CEC
da espoliacdo de GSH.

Catecol leva a espoliacdo de GSH em GL15. O MCCEC e as préprias CEC em
cocultivo protegem as GL-15 contra a espoliacdo de GSH induzida pelo catecol. O MCCEC ¢
genoprotetor aos astrécitos contra os danos oxidativos induzidos pelo catecol.

O meio condicionado de astrécitos induz o fechamento da monocamada, definido
pelas medidas de TEER, a expressdo do fator VIII e de proteinas de oclusdo, a ocludina em
CEC.

Em astrocitos infectados por Nc observou-se o aumento da expressdo dos genes de IL-
10 e TNF e do NGF e diminuicdo da expressdo dos genes de BDNF e GDNF.

O MCAst-Nc levou a superexpressdo de TNF em CEC, com reducdo de BDNF, NGF
e GDNF. Na presenca do MCAst-Nc, as CEC apresentam maior expresséo de ocludina e
alteracdo morfoldgica que comprometem a permeabilidade da monocamada endotelial.

Os dados deste trabalho sugerem que CEC e astrocitos interagem entre si,

independente do dano, porém resulta em citoprotecdo quando ha dano.
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Os mecanismos detoxificadores sdo ativados nos astrocitos pelo meio condicionado
pelas CEC, e nas CEC pelo meio condicionado pelos astrdcitos, mediante o dano pelo catecol,
em situacdes fisioldgicas ou patoldgicas. Esta interacdo paracrina parece existir independente
da sinalizacdo positiva ou negativa das células envolvidas e sim, pela simples dinamica da

sobrevivéncia celular, independente do contato fisico.
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