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Resumo

A morte celular mediada pela disfuncao mitocondrial pode estar associada com a acumulacao
de péptido B-amiloide (a-beta), que € um dos principais fatores causadores da doenca de
Alzheimer. O plexo coroide (CP) tem um papel fundamental na remocao do a-beta do liquido
cefalorraquidiano (CSF), evitando a sua acumulacao e consequente morte neuronal. No
entanto, o a-beta pode também induzir a apoptose nas células epiteliais do plexo coroide,
com a consequente reducdo da eficiéncia da barreira deste tecido. As hormonas sexuais
regulam a acumulacao de a-beta, reduzindo os seus niveis e, consequentemente, a apoptose.
0O CP é um alvo reconhecido das hormonas sexuais, e estas hormonas afetam a expressao de
varios genes da via apoptoética e, portanto, podem afetar a apoptose induzida por a-beta
nestas células. O objetivo deste trabalho foi analisar a expressao de genes apoptoticos no CP
de rato e estudar o efeito das alteracdes nos niveis de hormonas esteroides na expressao
destes genes, o que pode ter um papel importante na neuroprotecao relativa ao péptido B-
amiloide e, portanto, na doenca de Alzheimer. Comecamos por analisar a expressao de varios
genes da cascata apoptotica (Casp2, Casp3, Cflar, Casp9, BCI2l1, Mdm4p53, GzmC e Cox4i1),
por PCR, na linha celular de CP, 7310, e no plexo coroide de rato, confirmando-se a sua
expressdao neste epitélio. Além disso, as proteinas de apoptose caspase-3 e Cox4 também
foram localizadas por imunohistoquimica e whole-mount (IHC de fluorescéncia) no citoplasma
das células do CP de rato. A expressao de BCl2l1, Mdm4p53, Casp2, Cflar e Casp9 foi
comparada por real-time PCR por meio do qual foi possivel confirmar que estes genes sdo
diferencialmente expressos entre animais machos e fémeas Sham e OOX e OVX,
respetivamente. A partir desta analise, podemos concluir que a apoptose no CP esta sujeita a
regulacado pelas hormonas sexuais em ratos machos e fémeas. Estdo a decorrer estudos, em

células de CP, para analisar o impacto dos niveis hormonais na apoptose induzida pelo a-beta.

Palavras-chave

Plexo coroide; apoptose; hormonas esteroides; doenca de Alzheimer; B-amiloide.
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Abstract

Cell death mediated by mitochondrial dysfunction may be associated with the accumulation
of B-amyloid peptide (a-beta), which is one of the major causative factors of Alzheimer's
disease. The choroid plexus (CP) has a key role on the clearance of a-beta from the
cerebrospinal fluid (CSF), thereby preventing its accumulation and consequent neuronal
death. However, a-beta may also induce apoptosis in the choroid plexus epithelial cells,
thereby reducing the efficiency of this tissue barrier. Sex hormones regulate the
accumulation of a-beta, reducing its levels and consequently apoptosis. CP is a recognized
target for sex hormones, and these sex hormones affect the expression of several genes of
the apoptotic pathway and thus may affect a-beta induced apoptosis in these cells. The aim
of this work was to analyze the expression of apoptotic genes in rat CP and study the effect
of changes in steroid hormones levels in the expression of these genes, which may have an
important role in neuroprotection against B-amyloid peptide and hence Alzheimer's disease.
We began by analyzing the expression of several genes of the apoptotic cascade (Casp2,
Casp3, Cflar, Casp9, Bcl2l1, Mdm4p53, GzmC and Cox4i1), by PCR, in the CP cell line Z310
and in rat CP, confirming their expression in this epithelia. In addition, the apoptotic proteins
Casp3 and Cox4 were also located by immunohistochemistry and whole-mount (Fluorescence
IHC) in the cytoplasm of rat CP cells. The expression of Bcl2l1, Mdm4p53, Casp2, Cflar and
Casp9 was compared by Real time PCR through which it was possible to confirm that these
genes are differentially expressed between male and female sham and OOX or OVX rats. From
this analysis we conclude that apoptosis in CP is subject to regulation by sex hormones in
male and female rats. Studies are underway in CP cells, to analyze the impact of hormone

levels in a-beta induced apoptosis.
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1. Plexo Coroide

0 sistema nervoso é o sistema principal de controlo e comunicacao dos seres vivos, atuando
do seguinte modo: 1) usa milhdes de recetores sensoriais para monitorizar alteracdes
ocorridas dentro e/ou fora do corpo; 2) processa e interpreta o input sensorial; e 3) causa
uma resposta motora por ativacdo dos orgaos efetores (Marieb and Hoehn 2007). Apesar de
altamente integrado, pode ser dividido em duas partes principais. O sistema nervoso central
(SNC) é constituido pelo encéfalo (constituido por cérebro, diencéfalo, cerebelo e tronco
cerebral) e medula espinal, que constituem o centro integrador e de comando do sistema
nervoso, pois interpretam a entrada de sinais sensoriais e enviam respostas motoras. Por
outro lado, o sistema nervoso periférico (SNP) consiste maioritariamente nos nervos que se
estendem desde o SNC até ao resto do corpo, servindo de comunicacéo e ligacao entre eles, e
ainda em recetores sensoriais e ganglios (Seeley 2001). O SNC encontra-se protegido pelo
cranio, meninges e liquido cefalorraquidiano (CSF), bem como pela barreira
hematoencefalica. As meninges sdo trés membranas de tecido conetivo que envolvem o SNC:

a dura-mater, a aracnoide e a pia-mater (Marieb and Hoehn 2007).

O encéfalo contém um sistema ventricular composto por quatro orificios internos,
denominados ventriculos, que surgem de expansdes do limen do tubo neural embrionario e
sao continuos entre si e também com o canal central da medula espinal (Figura 1) (Marieb and
Hoehn 2007). Estas camaras ventriculares ocas estao preenchidas com CSF e, juntamente com
os canais que fazem a comunicacao entre elas, encontram-se revestidas por células epiteliais
especializadas, as células ependimarias. Os ventriculos laterais pareados, profundos dentro de
cada hemisfério cerebral, sdo camaras largas em forma de arco que refletem o padrao do
crescimento cerebral, separados inicialmente apenas por uma fina membrana designada septo
pelicido (Marieb and Hoehn 2007). Cada ventriculo lateral comunica com o 3° ventriculo no
diencéfalo através do foramen interventricular (foramen de Monro) e é continuo com o 4°
ventriculo via aqueduto de Sylvius. O 4° ventriculo atravessa o mesencéfalo e estende-se até
a ponte e bolbo raquidiano, sendo continuo inferiormente com o canal central da medula

espinal (Seeley 2001).

Os plexos coroides (CPs) sao pequenas estruturas intraventriculares, pesam cerca de 3 g no
Homem, contém cerca de 100x10° células (Dohrmann 1970), e formam uma interface Unica
entre o sangue e o CSF. Pela sua localizacao, podem distinguir-se dois CPs ventriculares
localizados em cada um dos ventriculos laterais, um CP mediano localizado no teto do
terceiro ventriculo, e um CP no quarto ventriculo (Serot et al. 2012). Estas estruturas
altamente vascularizadas sao compostas por vilosidades com capilares, tecido conjuntivo, e
por uma monocamada de células epiteliais ciliadas (Emerich et al. 2005). Os CPs sao
fundamentais para manter o equilibrio de agua e, portanto, o volume do cérebro (Serot et al.

2003), pois o CSF por eles secretado que se encontra dentro e junto ao encéfalo e medula
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espinal, forma um amortecimento liquido que permite a flutuabilidade das estruturas do SNC,
reduzindo o peso encefalico (Marieb and Hoehn 2007). O CSF circula dos ventriculos laterais,
através dos dois foramen de Monro para o terceiro ventriculo, a partir do qual passa pelo
estreito Aqueduto de Sylvius para o quarto ventriculo. O CSF passa também para o espaco
subaracnoideu através do foramen de Luschka e foramen de Magendie, e do espaco

subaracnoideu para o sangue venoso (Del Bigio 1995).

Ventriculo
Lateral

Terceiro
Ventriculo

Agueduto
Cerebral

Foramen
Interventricular

Quarto

/— Ventriculo
Canal Central

Figura 1 - Vista lateral esquerda do sistema ventricular do encéfalo. O sistema ventricular é constituido por quatro
ventriculos: dois ventriculos laterais, o terceiro ventriculo e o quarto ventriculo. Adaptada de (Marieb and Hoehn
2007).

1.1. Estrutura e Morfologia

O plexo coroide é composto por vilosidades, com um eixo vascular central, coberto por um
epitélio cuboide uniestratificado, com uma bordadura em escova (Dohrmann 1970), e
numerosas mitocondrias necessarias para manter o elevado metabolismo respiratorio e os
requisitos de energia (Cornford et al. 1997). Devido a sua elevada vascularizacdo, os CPs tém
um otimo fornecimento de sangue, entre 4 a 7 vezes maior do que o fluxo cerebral,
dependendo da espécie (Faraci et al. 1989). Os plexos coroides constituem a barreira sangue-
CSF, formada por uma Unica camada de células epiteliais do plexo coroide (CPEC). As CPEC
possuem tight junctions e microvilosidades no seu lado apical (ventricular) (Figura 2),
aumentando a superficie de troca para o CSF (Ek et al. 2011), e encontram-se sobre uma
membrana basal epitelial em torno de um estroma fino com numerosas fibras de colagénio e
grandes capilares com endotélio fenestrado com poros de elevada permeabilidade (Dohrmann

1970). As CPEC estao separadas dos vasos centrais por uma fina membrana basal (Dohrmann
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1970; Serot et al. 2000b) e o seu nucleo é redondo, localizado centralmente, e associado a
um ou mais nucléolos. No SNC adulto, as CPEC sao um componente essencial da barreira, pois
segregam para o sangue, CSF e espaco intersticial do SNC (Segal 2000a). Existem também
algumas células dendriticas no epitélio e estroma, sugerindo que os CPs podem participar

ativamente na protecao imunoldgica do cérebro (Serot et al. 2000a).

Ventriculo

Epitélio

Membrana
Basolateral

Membrana
Apical

Tight
Junctions

Espaco Subdural

Figura 2 - Estrutura do Plexo Coroide. Cada plexo coroide possui uma estrutura ramificada com vilosidades que se
projetam para o ventriculo encefalico, cuja rede de capilares se encontra coberta por uma Unica camada de células
epiteliais unidas por tight junctions. Adaptada de (Brown et al. 2004).

1.2. Funcgdes

1.2.1.Producéo e Secrecao de Liquido Cefalorraquidiano

0 encéfalo encontra-se submerso no CSF, que lhe confere protecdo mecanica e diminui o peso
aparente em cerca de 60% (Segal 1993), e mantém o meio extracelular, através de processos
de reparacdo pods-traumaticos ou desintoxicacao (Serot et al. 2003). Além de atuar também
como via de drenagem para o cérebro, o CSF pode ser uma importante via pela qual alguns
nutrientes chegam ao SNC, atuando como via de comunicacdo dentro do SNC, isto é,
transporta hormonas e transmite-as entre as diferentes areas do cérebro (Johanson et al.
1999).

A secrecdo do CSF é uma das funcdes mais importantes dos CPs, que secretam 90% do CSF

produzido por eles (Serot et al. 2003). O volume total de CSF é cerca de 150-270 mL, embora
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apenas cerca de 25% esteja dentro dos ventriculos. Em ratos, as taxas de secrecdo foram
estimadas em cerca de 3.4 pL/min (Redzic et al. 2005), e uma vez secretado, o CSF move-se
através do aqueduto de Sylvius, quarto ventriculo, foramen de Magendie, espacos
subaracnoides e em torno do tronco cerebral (Sakka et al. 2011). A formacao do CSF é
realizada por duas enzimas: a Na’K'ATPase e a anidrase carbdnica (Wostyn et al. 2011) e, em
humanos, é formado a uma taxa de cerca de 0.4 mL/min. No entanto, o CSF nao é um simples
ultrafiltrado, e a sua composicao é diferente da do plasma (Segal 2000b). O pH do CSF é
ligeiramente acido e, em relacdo ao plasma, os niveis de Na*, K', Ca?*, HCO;, proteinas e
glucose sdo mais baixos, mas os niveis de Mg?* e Cl sdo mais elevados (Segal 2000a), bem
como os niveis de folato que sao 2 a 3 vezes maiores no CSF do que no plasma (Spector 1977).
A transtirretina (TTR) representa 20% das proteinas sintetizadas pelos CPs e 25% das proteinas
do CSF, sendo que a TTR do CSF é quase exclusivamente sintetizada pelos CPs (Palha et al.
2000).

1.2.2.Secrecao de Outros Compostos

O epitélio do plexo coroide estd soberbamente adaptado para a secrecdao devido a sua
membrana de bordadura em escova muito bem desenvolvida (lado apical) e as invaginacdes
da membrana basolateral do epitélio do lado do sangue que aumentam a area da superficie.
Além disso, as células epiteliais contém numerosas mitocondrias e reticulo endoplasmatico
bem desenvolvidos. Estas sdao caracteristicas tipicas de células secretoras. O CP é o local
perfeito para a distribuicdo de moléculas tanto local como globalmente para o encéfalo,
porqgue possui numerosos sistemas de transporte especificos, contém uma grande variedade
de recetores, e também serve como principal fonte de compostos biologicamente ativos,
capacidades que lhe permitem monitorizar e responder a bioquimica do cérebro através da
manipulacao e manutencao dos niveis de base do meio extracelular em todo o SNC (Chodobski
and Szmydynger-Chodobska 2000; Stopa et al. 2001). O epitélio dos CPs medeia a absorcao do
K* a partir do CSF para o sangue (Wright 1978), e este transporte de K* é importante na
manutencao da concentracdo de K" no CSF, e esta ligado mecanicamente ao processo de
secrecao do CSF (Emerich et al. 2005).

1.2.3.Sintese Proteica

As CPEC possuem atividade enzimatica intensa, pois sintetizam e segregam numerosas
moléculas (Aldred et al. 1995). Devido a expressdo de varios recetores hormonais diferentes,
que medeiam a acao das hormonas sobre o plexo coroide, o metabolismo local e a

secrecao/composicao do CSF podem ser afetados (Chodobski and Szmydynger-Chodobska
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2000). Além disso, os CPs sintetizam e secretam varios polipéptidos para o CSF que podem,
por um lado, ter efeitos autocrinos ou paracrinos, pois as CPEC possuem recetores para esses
polipéptidos, e por outro lado conduzir esses fatores num maior fluxo de CSF, alcancando
células-alvo distantes no tecido cerebral (Stopa et al. 2001). De entre as proteinas secretadas
podem destacar-se a transferrina, citocinas, fatores de crescimento e transtirretina (Aldred

et al. 1995; Stopa et al. 2001), a proteina mais abundante.

1.2.4.Protecéao

Os CPs protegem-se ativamente de compostos provenientes do cérebro e, consequentemente,
apresentam funcdes protetoras importantes. Dentro dos CPs, a funcdo de barreira é
transferida da vasculatura para o epitélio onde forma tight junctions entre as células
epiteliais de forma a conferir as propriedades de permeabilidade das células individuais
(Vorbrodt and Dobrogowska 2003). Além de fornecer solutos organicos de suporte do cérebro,
as secrecoes dos CPs ajustam o pH, osmolaridade, concentracdo de K* e conteldo imune das
moléculas do fluido extracelular do SNC (Johanson et al. 2004). O plexo coroide protege o
cérebro contra insultos neurotoxicos agudos, pois contém: 1) concentracdes elevadas de
glutationa, cisteina e metalotioneinas que potencialmente sequestram agentes toxicos que
circulam no CSF; 2) enzimas de protecdo, tais como a superoxido dismutase, a glutationa-S-
transferase e as glutationa peroxidase e redutase, que fornecem uma barreira de protecao
contra o stress oxidativo dos radicais livres; e 3) sistemas de transporte de ides organicos e
proteinas de resisténcia a multiplas drogas para exportacao de compostos nocivos a partir do
CSF. Além disso, o CP retransmite informacao entre o sistema imunitario e o cérebro, através
da inducao local coordenada de citocinas pré-inflamatdrias (Lacroix et al. 2006), e expressao
de moléculas do Complexo Maior de Histocompatibilidade (MHC) pelas CPEC. A capacidade de
apresentacdo de antigénios implica que os CPs facam parte de um sistema de vigilancia
intrinseco de defesa contra agentes patogénicos sanguineos e antigénios localizados no CSF
(Emerich et al. 2005).

1.3. Alteracdes do Plexo Coroide Associadas ao Envelhecimento

1.3.1.Alteracdes Morfologicas

Com o envelhecimento, os plexos coroides sofrem variadas alteracdes morfoldgicas. Em ratos,
as células epiteliais diminuem 20% e a membrana basal epitelial e o estroma engrossam (Serot

et al. 2001). Em humanos, as células epiteliais contém corpos Biondi (estruturas em forma de
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anel) no citoplasma e depdsitos de lipofucsina, cuja presenca provavelmente altera a funcao
celular (Wen et al. 1999). As células decrescem 10%, enquanto a membrana basal epitelial
duplica a sua espessura e se torna irregular. Além disso, as células epiteliais possuem um
nicleo irregular e alongado, microvilosidades significativamente encurtadas e vacuolos
lipidicos. O estroma fibroso engrossa e passa a conter fibras de colagénio, drgdos de hialina,
corpos psammoma (agregados lamelares redondos de calcio) e calcificacdes, cuja taxa
aumenta significativamente com a idade (Shuangshoti and Netsky 1970; Serot et al. 2003). As
paredes das artérias engrossam e as fibras elasticas sofrem fragmentacao (Dohrmann 1970;
Shuangshoti and Netsky 1970).

1.3.2. Altera¢des Funcionais

Ao longo do processo de envelhecimento, as atividades enzimaticas dos CPs, incluindo os
niveis de enzimas envolvidas na secrecao de CSF, diminuem (Ferrante and Amenta 1987;
Kvitnitskaia-Ryzhova and Shkapenko 1992). Assim, a secrecao de CSF diminui cerca de 45% em
modelos animais, provocando consequentemente um aumento do volume de CSF causado pela
atrofia cerebral, pois o turnover demora mais tempo (Preston 2000). Em adultos jovens, o
volume é cerca de 140 mL e aumenta para cerca de 300 mL em idosos (Courchesne et al.
2000). A resisténcia ao fluxo do CSF também aumenta significativamente com o
envelhecimento, o que estd relacionado com a fibrose das meninges e diminuicao da
reabsorcao (Silverberg et al. 2003). A concentracdao de proteinas € menor em jovens do
que em idosos, e este aumento é inversamente proporcional a diminuicdo do volume de CSF
relacionada com a idade. Os niveis de TTR aumentam gradualmente durante o processo do
envelhecimento (Serot et al. 1997) e as células que revestem as cavidades ventriculares

perdem as tight junctions, permitindo trocas permanentes (Serot et al. 2012).

1.3.3.Altera¢des Mitocondriais

Em 1972, Harman foi o primeiro a propor que as mitocondrias podem desempenhar um papel
central no processo do envelhecimento (Harman 1972) e, mais tarde, foi sugerido que a
acumulacao de mutacdes do DNA mitocondrial (mtDNA) é uma das principais causas de
doencas relacionadas com a idade (Linnane et al. 1989), pois niveis muito altos de mtDNA
mutado dentro de uma célula individual, levam a diminuicao da atividade dos complexos da
cadeia respiratoria. Como referido anteriormente, a formacdao de uma Unica camada de
células de barreira entre o sangue e o CSF, permite aos plexos coroides controlar tanto a
quantidade como a composicao do CSF usando mecanismos de secrecao e excrecdo, alguns

dos quais dependentes de energia (Saunders et al. 2002). Nos primatas, as CPEC tém um teor
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mitocondrial muito elevado (entre 12 a 15% do volume citoplasmatico total da célula) e sao
claramente bastante dependentes do metabolismo oxidativo. Uma deficiéncia na citocromo c
oxidase do complexo IV (Cox4), que tem trés das treze subunidades codificadas por mtDNA,
resulta em perturbacées da producdo celular de ATP (adenosina trifosfato) pelas células
através da cadeia respiratéria mitocondrial, podendo induzir a formacao de corpos Biondi
(Roder et al. 1993). As enzimas relacionadas com a respiracdo anaerdbica e fosforilacdo
oxidativa, tais como lactato desidrogenase (LDH) e sucinato desidrogenase (SDH) sofrem um
declinio na sua atividade de, respetivamente, 9% e 26% no epitélio coroide envelhecido
(Ferrante and Amenta 1987). Existem também sugestoes de uma reducdo paralela na
eficiéncia do metabolismo da glucose no tecido cerebral, uma vez que os niveis de lactato no
CSF aumentam com a idade (Yesavage et al. 1982). Uma vez que o requisito de oxigénio pelos
CPs aumenta, o potencial de danos oxidativos por meio da producao de radicais livres torna-

se elevado.

2. Apoptose

O termo apoptose (a-po-toe-sis) foi usado pela primeira vez por Kerr, Wyllie e Currie em 1972
(Kerr et al. 1972) para descrever uma forma morfologicamente distinta de morte celular.
Alguns anos mais tarde, a apoptose foi aceite como uma forma distinta e importante de morte
celular programada, determinada geneticamente, que envolve a eliminacdo de células
(Elmore 2007). A apoptose ocorre durante o desenvolvimento normal e envelhecimento como
um mecanismo fisiologico essencial necessario para manter a homeostase em populagdes de
células nos tecidos. Além disso, a apoptose também ocorre como mecanismo de defesa, em
reagdes imunoldgicas ou quando as células sofrem danos devido a doenca ou agentes nocivos
(Norbury and Hickson 2001). Embora haja uma grande variedade de estimulos e condicdes,
tanto fisioldgicos como patoldgicos, que podem desencadear apoptose, nem todas as células

morrem necessariamente em resposta ao mesmo estimulo.

Morfologicamente, a apoptose é definida pelo aspeto das células a morrer, que inclui:
vesiculas, condensacao da cromatina (picnose), fragmentacao nuclear, perda de adesao e de
arredondamento (em células aderentes) e diminuicdo da célula. A célula apoptotica surge
entdo como uma massa redonda ou oval com citoplasma eosinofilico escuro e densos
fragmentos de cromatina nuclear roxos. Ocorre também extenso borbulhamento da
membrana plasmatica, seguido da separacdo de fragmentos celulares em corpos apoptoticos,
que consistem num citoplasma com organelos firmemente juntos, com ou sem fragmentos
nucleares, embora a sua integridade continue a existir, pois a membrana plasmatica

permanece intacta (Elmore 2007). As caracteristicas bioquimicas incluem fragmentos de DNA
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de elevado peso molecular (Cohen et al. 1994), externalizacao da fosfatidilserina (Martin et
al. 1995), e clivagem proteolitica de substratos intracelulares (Martin and Green 1995). Como
resultado das mudancas membranares, as células apoptéticas sofrem rapida fagocitose antes
da libertacdo do conteldo intracelular, ndo ocorrendo inducdo de resposta inflamatoria
(Zimmermann and Green 2001), pois: 1) as células apoptoticas nao libertam os seus
componentes celulares para o tecido intersticial circundante; 2) sao rapidamente fagocitadas
pelas células vizinhas, provavelmente prevenindo uma necrose secundaria; e 3) as células ndo

produzem citocinas anti-inflamatorias (Savill and Fadok 2000; Kurosaka et al. 2003).

2.1. Moléculas-Chave

A apoptose é regulada pela familia de proteinas Bcl-2 (B-cell lymphoma 2), pela proteina
adaptadora Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor 1), e pela familia das caspases (Yuan
and Yankner 2000).

A familia de proteinas Bcl-2 tem um papel crucial na transducdo de sinal intracelular por
apoptose. Os membros da familia Bcl-2 podem ser subdivididos em trés categorias de acordo
com a sua funcdo e estrutura: membros anti-apoptoticos, como Bcl-2 e Bcl-xL; membros pro-
apoptoticos, como Bax e Bak; e membros apenas com o dominio de homologia BH3, como Bid,
Bad e Bim (Merry and Korsmeyer 1997). Os principais membros anti-apoptoticos, Bcl-2 e Bcl-
xL, estdao localizados na membrana mitocondrial externa, no reticulo endoplasmatico e na
membrana perinuclear, e impedem as alteracdes mitocondriais causadas pela libertacao de
fatores apoptdticos como o citocromo ¢, que ativa a fase de execucdo da apoptose. A Bcl-2 e
Bcl-xL agem inibindo os membros pro-apoptoticos da familia Bcl-2, através heterodimerizacao
(Merry and Korsmeyer 1997). Por outro lado, os membros pro-apoptoticos estdo presentes no
citosol ou na membrana mitocondrial, embora também sejam encontrados noutros locais

como o reticulo endoplasmatico e envelope nuclear (Zimmermann and Green 2001).

A proteina adaptadora Apaf-1 transmite os sinais de apoptose dos danos mitocondriais para
ativar caspases, através da formacao de um complexo com o citocromo c libertado pelas
mitocondrias e com a caspase 9, de forma a mediar a ativacdo da pro-caspase 9 (Zou et al.
1997). A caspase-9 ativada, por sua vez, cliva e ativa a caspase-3 (Yuan and Yankner 2000) e,

consequentemente, a fase de execucao da apoptose.

As caspases tém atividade proteolitica, apesar de residirem no citoplasma de uma forma
inativa (Wolf and Green 1999), e sao capazes de clivar proteinas nos residuos de acido
aspartico, no entanto, diferentes caspases tém especificidades diferentes que envolvem o
reconhecimento de aminoacidos vizinhos. As dez principais caspases identificadas foram

classificadas em iniciadoras (caspases 2, 8, 9 e 10), efetoras ou executoras (caspases 3, 6 e 7)
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e caspases inflamatorias (caspases 1, 4 e 5) (Cohen 1997; Rai et al. 2005). Além disso, as
caspases podem ser também classificadas segundo os motivos de sequéncia nos seus pro-
dominios: caspases com o dominio efetor de morte (caspases 8 e 10) sao ativadas pela
interacdo com os dominios intracelulares dos recetores de morte (Fas e Fator de Necrose
Tumoral [TNF]); e as restantes caspases com dominio de recrutamento ativador (CARD) sao
ativadas pelo complexo citocromo c/Apaf-1/caspase 9 (Li et al. 1997). As caspases sao
ativadas por dois eventos de clivagem: a primeira clivagem proteolitica divide a cadeia em
subunidades grandes e pequenas; e uma segunda clivagem remove o pré-dominio N-terminal.
A caspase ativa € um tetramero de duas subunidades grandes e duas pequenas, com dois sitios
ativos (Wolf and Green 1999). As caspases a montante, tais como a caspase 8 e a caspase 9,
sao referidas como caspases iniciadoras, indicando o seu papel no desencadear da apoptose
através da ativacao das executoras. Por outro lado, as caspases 3, 6 e 7 sdo denominadas
executoras devido ao seu papel na coordenacao da morte celular, e sao ativadas pelas
iniciadoras. As células também contém IAPs (inibidores da apoptose), inibidores naturais das
caspases que podem atuar como inibidores diretos dos dois efetores de morte, a caspase 3 € a
caspase 7, ou suprimem a ativacao das duas caspases iniciadoras, a caspase 8 e a caspase 9
(LaCasse et al. 1998; Miller 1999).

2.2. Vias Apoptéticas

Sao duas as principais vias de apoptose: a via extrinseca ou dos recetores de morte e a via
intrinseca ou mitocondrial. No entanto, existe uma via adicional, que envolve a
citotoxicidade mediada por células T e morte celular dependente de perforinas/granzimas.
Todas estas vias convergem para o mesmo terminal, denominado fase da execucao (Figura 3),
que ¢é iniciada pela clivagem da caspase 3 e resulta na fragmentacao do DNA, degradacao de
proteinas nucleares e do citoesqueleto, ligacdo cruzada de proteinas, formacdo de corpos
apoptoticos, expressao de ligandos para recetores de células fagociticas e, finalmente,
absorcéo por células fagociticas (Hengartner 2000). Na maioria das células, as caspases estao
expressas na forma de proenzima inativa e, uma vez ativadas, podem ativar outras pro-
caspases, 0 que permite a iniciacado de uma cascata de proteases, ou podem também agregar-
se e autoativar-se. Esta cascata proteolitica amplifica a via de sinalizacdo apoptotica e,

assim, conduz a morte celular rapida.
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Figura 3 - Vias da Apoptose. A apoptose pode ser originada por trés diferentes vias, que culminam na fase da
execucao. A via das perforinas/granzimas carateriza-se pela formacao de poros membranares pela perforina,
permitindo a entrada de granzimas que desencadeiam apoptose. A via extrinseca, também denominada via dos
recetores de morte, é caraterizada pela ligacdo de um ligando ao recetor de morte, que recrutam uma proteina
adaptadora, ativando uma caspase iniciadora que leva a fase da execucao da apoptose. A via intrinseca carateriza-se
pela resposta mitocondrial a um qualquer estimulo intracelular, que desencadeia a libertacdo do citocromo c pelas
proteinas da familia Bcl-2, que se liga ao Apaf-1 e caspase 9, levando a formacao do apoptossoma e consequente
ativacao da fase da execucao. Adaptada de (Heussler et al. 2001).

2.2.1.Via Extrinseca

A via extrinseca envolve recetores de morte, que sdao membros da superfamilia do fator de
necrose tumoral (TNF) (Locksley et al. 2001), e por isso é denominada também de via dos
recetores de morte. Os membros da familia do recetor TNF compartilham dominios
extracelulares semelhantes, ricos em cisteina, e tém um dominio citoplasmatico denominado
"dominio de morte" (Ashkenazi and Dixit 1998), que desempenha um papel fundamental na
transmissdao do sinal de morte a partir da superficie da célula para as vias de sinalizacao

intracelulares.
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Inicialmente, ocorre aglomeracao de recetores e a sua ligacdo com o ligando homélogo. As
proteinas citoplasmaticas adaptadoras sao entdo recrutadas, pois exibem dominios de morte
correspondentes que se ligam aos recetores. A ligacao do ligando Fas (FasL) ao recetor Fas
resulta na ligacdo da proteina adaptadora FADD (Hsu et al. 1995; Wajant 2002), que se
associa entdo com a pro-caspase 8 através de dimerizacdo do dominio efetor de morte e
forma um complexo de sinalizacao indutor de morte (DISC). A formacao do DISC resulta na
ativacdo autocatalitica da pro-caspase 8 (Kischkel et al. 1995) em caspase 8, e a fase de
execucao da apoptose € desencadeada. A via da apoptose mediada pelos recetores de morte
pode ser inibida por uma proteina denominada c-FLIP que se liga ao FADD e a caspase 8,

tornando-os ineficazes (Kataoka et al. 1998; Scaffidi et al. 1999).

2.2.2.Via Intrinseca

A via intrinseca, também denominada via mitocondrial, envolve um conjunto diversificado de
estimulos ndo mediados por recetores que produzem sinais intracelulares que atuam
diretamente sobre os alvos dentro da célula e sdo eventos iniciados nas mitocondrias. Os
estimulos que iniciam a via intrinseca produzem sinais intracelulares que podem atuar de
forma positiva ou negativa: os sinais negativos envolvem a auséncia de certos fatores de
crescimento, hormonas e citocinas que podem levar ao fracasso da supressao de morte,
desencadeando a apoptose; estimulos positivos incluem radiacdo, toxinas, hipoxia,
hipertermia, infecdes virais, e radicais livres. Todos estes estimulos causam alteracdes na
membrana mitocondrial interna, que resultam numa abertura do poro de transicao da
permeabilidade mitocondrial, perda do potencial de membrana mitocondrial e libertacao
para o citosol de duas principais proteinas pré-apoptoéticas normalmente sequestradas no
espaco intermembranar (Saelens et al. 2004). O citocromo c libertado pela mitocondria liga-
se e ativa o Apaf-1 e a pro-caspase 9, formando o apoptossoma (Chinnaiyan 1999; Hill et al.
2004), e a aglomeracao da pro-caspase 9 conduz a ativacao da caspase 9. A segunda proteina
libertada é a CAD (DNase da caspase ativada), que sofre translocacao para o nicleo, onde,
apos clivagem pela caspase 3, leva a fragmentacdo do DNA oligonucleossomal e a
condensacao de cromatina (Enari et al. 1998), embora este seja um evento tardio que ocorre

depois da célula ter sido comprometida a morte.

A regulacao destes eventos apoptoticos mitocondriais ocorre através dos membros da familia
de proteinas Bcl-2 (Cory and Adams 2002), na qual a p53 tem um papel fundamental de
regulacao. As proteinas anti-apoptdticas Bcl-2 e Bcl-xL previnem a libertacdo do citocromo c
das mitocondrias, preservando a sobrevivéncia das células (Kluck et al. 1997; Yang et al.
1997), enquanto os membros pré-apoptoticos desempenham um papel importante na iniciacao

de libertacao do citocromo c.
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2.2.3.Vias das Perforinas/Granzimas

Os linfocitos T citotéxicos (CTL) sao capazes de matar as células alvo através da via
extrinseca, predominantemente pela interacdo FasL/FasR (Brunner et al. 2003), embora
também sejam capazes de exercer os seus efeitos citotoxicos através de uma via que envolve
a secrecao da molécula transmembranar formadora de poros perforina com uma subsequente
libertacao de granulos citoplasmaticos através dos poros para dentro da célula-alvo (Trapani
and Smyth 2002). As proteases de serina das granzimas (Gzm) sao o componente mais
importante dentro dos granulos, e quando uma granzima é introduzida em células-alvo com a

perforina, a morte celular é induzida (Shi et al. 1992; Nakajima et al. 1995)

A granzima B cliva proteinas nos residuos de aspartato, como o ICAD (inibidor de DNAse da
caspase ativada), que leva a ativacdo da CAD e, portanto, ativa a pro-caspase 10 (Sakahira et
al. 1998). Pode também utilizar a via mitocondrial para amplificar o sinal de morte, pois cliva
e ativa o Bid, um membro pro-apoptotico da familia Bcl-2, que sofre translocacdo para a
mitocondria e facilita a formacdo de um poro mitocondrial criado pela Bax ou Bak ou ambas,
levando a libertacdo do citocromo c (Barry and Bleackley 2002; Russell and Ley 2002) e
constituicao do apoptossoma (Barry et al. 2000; Heibein et al. 2000; Alimonti et al. 2001). A

granzima B pode ainda ativar diretamente a caspase 3.

Uma outra granzima capaz de levar a morte celular é a GzmC que, apesar de nao ativar
caspases, Bid ou ICAD, tem efeitos diretos nas mitocondrias que levam ao aumento de volume
e despolarizagdo. Ela induz rapidamente a morte da célula-alvo, atacando alvos nucleares e
mitocondriais, e as suas caracteristicas de morte celular tém muitas das caracteristicas da
apoptose, embora a morte induzida seja distinta da induzida pela GzmB: 1) a condensacao
nuclear ndo esta sempre associada a fragmentacao nuclear; 2) os danos no DNA parecem ser
de cadeia simples, e ndo oligonucleossomais; 3) ndo ha evidéncia para a ativacao da caspase 3
durante as fases iniciais de apoptose; 4) danifica diretamente mitocondrias isoladas, através

de despolarizacao e aumento de volume (Johnson et al. 2003).

2.2.4.Fase da execucao

Ambas as vias extrinseca e intrinseca terminam no ponto da fase de execucao, por ativacao
das caspases executoras. As caspases de execucao ativam a endonuclease citoplasmatica, que
degrada o material nuclear, e as proteases, que degradam as proteinas nucleares e o
citoesqueleto. As caspases 3, 6, e 7 funcionam como efetoras ou executoras, clivando
diversos substratos que, numa fase final, causam as alteracdes morfologicas e bioquimicas
observadas nas células apoptoéticas (Slee et al. 2001). A caspase 3 é considerada a mais

importante das caspases executoras, € ativada por qualquer uma das caspases iniciadoras
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(caspase 8, 9 ou 10), e ativa especificamente a endonuclease CAD. Nas células em apoptose,
a caspase 3 ativada cliva o ICAD para libertar a CAD (Sakahira et al. 1998), que degrada entao
0 DNA cromossoémico e provoca a condensacao da cromatina. A caspase 3 estimula também a
reorganizacao do citoesqueleto e a desintegracao da célula em corpos apoptdticos. A via das
perforina/granzimas pode também terminar nesta fase, quando uma granzima é introduzida

nas células-alvo juntamente com uma perforina.

2.3. Regulacao da Apoptose por Hormonas Sexuais

As mitocondrias sdao responsaveis nao so pela producdo de ATP, mas também sdo uma fonte
importante de ROS (espécies reativas de oxigénio) (Turrens 2003) e tém um papel-chave na
apoptose (Szewczyk and Wojtczak 2002). Pouco se sabe acerca dos efeitos das hormonas
sexuais na producdo de ROS mitocondriais no cérebro, mas algumas evidéncias indicam que as
mitocondrias sdao um novo alvo dos esteroides (Nilsen and Brinton 2004; Duckles et al. 2006;
Singh et al. 2006).

2.3.1.Estrogénios

A presenca de recetores de estrogénios (ERs) nas mitocondrias reforca a hipotese dos
estrogénios terem efeitos diretos sobre a atividade mitocondrial (Borras et al. 2003). O
estrogénio pode suprimir a producdo de ROS mitocondrial (Pedram et al. 2006; Razmara et al.
2007), através de uma acao antioxidante causada pela sua interacdo com ERs que pode
conduzir a ativacao de quinases e fatores nucleares (Vina et al. 2006). O estrogénio pode
também diminuir a producdo de H,0, mitocondrial (Stirone et al. 2005) e aumentar a
expressao de varias proteinas da cadeia transportadora de eletrdes, incluindo o citocromo c e

subunidades do complexo IV.

0 estradiol regula o equilibrio entre a sobrevivéncia celular, a proliferacao e a apoptose. Ele
inibe a apoptose induzida por Bcl-2 e Bcl-xL (Gompel et al. 2000) e, além do ER regular os
genes alvo de estrogénio, também ativa a via de Fas ou, alternativamente, regula
negativamente os membros anti-apoptoticos da familia Bcl-2, conduzindo a apoptose (Jordan
2008). O papel dos estrogénios na apoptose passa por: inibicao da libertacdo do citocromo c,
inibicao da ativacao da caspase 3, inativacao de Bad, e regulacao negativa da inibicao da p53
(Morkuniene et al. 2006; Liu et al. 2011).
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2.3.2.Androgénios

Os recetores de androgénios (ARs) foram também detetados nas mitocondrias das células
(Solakidi et al. 2005). Os seus efeitos anti-apoptoticos passam por: fosforilacdo de Bad,
regulacao negativa de Bax, inibicao da libertacao do citocromo c, fosforilacao de Bcl-2,
ativacao da via de morte celular mitocondrial, e fragmentacao do DNA (Erkkila et al. 1997;
Jia et al. 2009; Pronsato et al. 2010). Por outro lado, os seus efeitos apoptdticos sao:
expressao da proteina de clivagem caspase 8, diminuicdo da Bcl-2, expressao da caspase 3, e

a clivagem através da via Fas/FasL (Jin et al. 2006; Winiarska et al. 2006).

3. Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer (AD) é uma doenca neurodegenerativa progressiva cuja incidéncia
aumenta drasticamente com o envelhecimento, atingindo 5% das pessoas com mais de 65 anos
de idade e pelo menos 35% das pessoas com mais de 85 anos (Serot et al. 2003). Caracteriza-
se clinicamente pela perda progressiva da memoéria e deterioracdo da funcdo cognitiva.
Patologicamente, a AD é caracterizada pela coexisténcia de dois tipos de lesbes: placas
amiloides, que consistem principalmente em depositos extracelulares de fibras peptidicas B-
amiloides, e degeneracao neurofibrilar intracelular que consiste em filamentos retorcidos da

proteina tau hiperfosforilada (Duyckaerts et al. 2009).

Varias mutacdes da proteina precursora amiloide (APP) e das presenilinas 1 e 2, através da
modificacdo do catabolismo da APP, sdo responsaveis por formas hereditarias de AD,
apresentando hiperproducao de B-amiloide (a-beta) (Davies 2006). O a-beta deposita-se sob a
forma de oligomeros, fibrilas e grandes agregados que conduzem as placas senis, bem como
depdsitos vasculares no cérebro e nos vasos sanguineos das meninges, levando a deterioracao
da funcao cerebral (Dickson 2004). No entanto, os depositos amiloides nao se devem a uma
producao excessiva de a-beta, mas sim a uma diminuicao de cerca de 30% na sua remocao
(Mawuenyega et al. 2010). Além de se acumular no parénquima e vasos sanguineos, o a-beta
também se acumula no epitélio do plexo coroide, que desempenha um papel critico de
suporte da funcdo neuronal através da remocao do a-beta (Carro et al. 2002; Zlokovic 2004).
A solubilidade, transporte e limpeza do a-beta sao mediadas por algumas proteinas do CSF,
tais como apolipoproteinas e pela TTR. No caso da TTR, esta forma complexos com o a-beta,

prevenindo a formacao de fibrilas amiloides (Mazur-Kolecka et al. 1995; Costa et al. 2008).

Além do a-beta, ha outras moléculas envolvidas na doenca de Alzheimer. A proteina tau
hiperfosforilada é o principal componente dos emaranhados neurofibrilares, cujo nimero e

distribuicao estao correlacionados com o grau de deméncia da doenca (Yuan and Yankner
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2000). As presenilinas 1 e 2 mutadas sao a maior causa de Alzheimer familiar de inicio
precoce e aumentam a producao do B-amiloide, que tem elevada propensao para formar
fibrilas amiloides. Estas mutacdes aumentam a vulnerabilidade neuronal a apoptose (Levy-
Lahad et al. 1995; Sherrington et al. 1995; Price et al. 1998). Finalmente, a heranca da
alipoproteina E (ApoE) é o fator de risco genético mais comum para a doenca de Alzheimer
apos os 60 anos, pois promove a polimerizacao do B-amiloide nas fibras que formam as placas
(Yankner 1996).

3.1. Clearance do B-Amiloide

Os monomeros AB40 e AB42 sao catabolitos fisioldgicos ndo neurotoxicos de um precursor
membranar da APP encontrados no plasma, CSF e fluido intersticial. A (nica grande diferenca
entre os dois é que o AB42 oligomeriza mais rapidamente que o AB40 (Ono et al. 2005; Finder
and Glockshuber 2007). O AB42 pode ser eliminado de diversas formas: (1) é reabsorvido nos
capilares por transportadores (Deane et al. 2009); (2) é localmente degradado por varias
enzimas; (3) é drenado para o CSF, onde forma complexos com apolipoproteinas ou com a
TTR, que se ligam a um transportador coroide e sao enviados para o sangue (Alvira-Botero and
Carro 2010). Esta ultima via parece ser secundaria e elimina 10-15% do a-beta (Tanzi et al.
2004). Além disso, os péptidos amiloides sollveis e fibrilares podem ser também resgatados
pela endocitose microglial e astrocitica (Chung et al. 1999; Nielsen et al. 2010), no cérebro ou
através de células endoteliais, incluindo a barreira hematoencefalica (Bell et al. 2008). O a-
beta extracelular pode ser também degradado através de proteases secretadas pela microglia

e pelos astrocitos (Qiu et al. 1998; Nielsen et al. 2010).

3.2. Doenca de Alzheimer e Hormonas Sexuais

0 declinio nos niveis de hormonas esteroides associado ao envelhecimento é frequentemente
relacionado com o aparecimento e progressao da doenca de Alzheimer (Lim et al. 2003; Baum
2005), e um dos mecanismos pelos quais isso acontece envolve a regulacdo dos niveis do

péptido a-beta.
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3.2.1.Estrogénios

A deficiéncia hormonal ovarica apds a menopausa € um fator de risco significativo para o
desenvolvimento da doenca de Alzheimer em mulheres (Paganini-Hill and Henderson 1994;
Tang et al. 1996) que tem sido atribuida, principalmente, a deplecao dos niveis de
estrogénios. Os estrogénios podem impedir a patogénese da AD a varios niveis: 1) protegendo
contra a morte celular induzida pelo a-beta, reduzindo a producao e melhorando a clearance
do péptido amiloide (Chen et al. 2006); 2) agindo como regulador endoégeno de fatores
relacionados com a apoptose, pois aumenta a expressao de Bcl-xL e diminui a proteolise
mediada por caspases e morte celular induzida por a-beta (Pike 2001); 3) influenciando a
funcao cerebral, pois atravessam facilmente a barreira hematoencefalica, onde podem
interagir tanto com os recetores estrogénicos nucleares como com os recetores membranares
(Kawata 1995); 4) promovendo o crescimento de neurites e suprimento vascular para o
cérebro (Belfort et al. 1995), de forma a aumentar a regeneracdo e reparacao neuronais; 5)
promovendo a quebra da proteina precursora amiloide a fragmentos menos suscetiveis de
acumular o péptido B-amiloide (Henderson 1997); 6) enfraquecendo os efeitos neurotoxicos
do B-amiloide, devido as propriedades antioxidantes (Mukai et al. 1990; Niki and Nakano
1990; Mooradian 1993); 7) aumentando o catabolismo e reduz os niveis plasmaticos da ApoE
(Applebaum-Bowden et al. 1989; Kushwaha et al. 1991); e 8) através de efeitos protetores na

funcao e/ou estabilidade mitocondriais (Simpkins and Dykens 2008).

3.2.2.Progesterona

A progesterona, por ser reguladora do estrogénio, pode antagonizar a sua acao,
proporcionando uma protecao significativa contra a toxicidade do a-beta e regulando o
transporte axonal, fatores que podem desempenhar um papel significativo na doenca de
Alzheimer (Stokin et al. 2005). No entanto, enquanto a progesterona continua inibe, em
grande parte, a protecdo a partir dos estrogénios na AD, a progesterona ciclica parece
aumentar significativamente a protecdo estrogénica contra a acumulacdo de a-beta,

fosforilacdo da proteina tau, e défice de memoria (Pike et al. 2009).

3.2.3. Androgénios

Como consequéncia normal do envelhecimento, os niveis de androgénios sofrem uma
deplecao funcional, o que provoca dificuldades de funcionamento e aumento da
vulnerabilidade a doencas em tecidos que lhes respondem (Morley 2001), pois as suas acoes

nao so6 influenciam o desenvolvimento do SNC, como também contribuem para manter a sua
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funcao apropriada na idade adulta. A deplecao de androgénios em homens aumenta o risco de
desenvolvimento de doencas neurodegenerativas relacionadas com a idade, incluindo a
doenca de Alzheimer (Rosario and Pike 2008). O declinio nos niveis de testosterona comeca a
partir dos 30 anos de idade e continua a diminuir a uma taxa de 0.2-1% por ano (GRAY et al.
1991; Feldman et al. 2002; Muller et al. 2003). O cérebro é um tecido altamente responsivo a
androgénios onde estes induzem varias acdes benéficas, e o evento-chave na iniciacao e
conducado da patogénese da AD pode ser a acumulacdo da proteina B-amiloide (Hardy and
Selkoe 2002), pois os androgénios agem como reguladores negativos endogenos da deposicao
do a-beta. Por conseguinte, a deplecao de testosterona relacionada com a idade diminui a
probabilidade da capacidade de regulacdo de a-beta pelo cérebro, resultando num aumento
da deposicao de a-beta e desenvolvimento da AD. A relacao entre a testosterona e a AD
também pode ser influenciada pela presenca de, pelo menos, um alelo €4 da ApoE, um fator
de risco genético para AD (Strittmatter and Roses 1995), pois os homens portadores desse

alelo apresentam niveis mais baixos de testosterona (Hogervorst et al. 2002).

3.3. Doenca de Alzheimer e Apoptose

A morte celular na doenca de Alzheimer pode ser devida a mecanismos apoptoticos. O
mecanismo de neurotoxicidade do a-beta ainda nao se encontra totalmente definido, mas
sabe-se que ele pode induzir o stress oxidativo e aumentar a concentracdo de Ca*
intracelular (Mattson et al. 1993; Behl et al. 1994) (Figura 4). Além disso, o B-amiloide pode
induzir a apoptose (Loo et al. 1993) através da interacdo com os recetores neuronais. A
oncoproteina Bcl-2 tem um efeito protetor contra a morte celular por apoptose e necrose, e
enquanto a Bcl-xS promove a apoptose, a Bcl-xL tem um efeito inibidor de apoptose
semelhante ao da Bcl-2 (Barinaga 1994; Benito et al. 1995; Benito et al. 1996; Minn et al.
1996). Outro membro da familia é a proteina Bax, a qual se acredita promover a apoptose.
Alguns estudos referem que células epiteliais de plexo coroide tratadas com a-beta tém um
aumento de expressao das caspases 3 e 9, sugerindo o possivel papel do a-beta na ativacado da

apoptose (Vargas et al. 2010).
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Figura 4 - Vias Celulares da Neurotoxicidade da Proteina B-amiloide na Doenca de Alzheimer. O B-amiloide
formado por via de mutacées na APP/presenilinas ou por fatores relacionados com a idade interage com varios
recetores na superficie celular e com a microglia, desencadeando cascatas de transducdo de sinal que resultam na

ativacdo de caspases, geracdo de radicais livres e influxo de Ca*".
pode ativar as caspases e a proteina quinase tau, que pode resultar em emaranhados neurofibrilares.
Finalmente, é ativada a apoptose e degeneracao neuronal. Adaptada de (Yuan and Yankner 2000).

(Cai)

4. Objetivo

Um estudo de microarrays previamente realizado mostrou que alguns genes da via apoptotica

0 aumento da concentracéo intracelular de Ca*

sao diferencialmente regulados pelo background hormonal em plexo coroide de rato,

sugerindo que as hormonas sexuais podem ter um papel importante na regulacao da apoptose.

Assim, o objetivo desta dissertacao é confirmar a regulacdo da via apoptdtica em plexo

coroide de rato pelas hormonas sexuais e avaliar o efeito desta regulacdo hormonal na

protecdo das células do plexo coroide contra a apoptose induzida pelo a-beta na doenca de

Alzheimer.
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II. Material e Métodos
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1. Linhas Celulares de Plexo Coroide de Rato:
Z310 e RCP

A linha celular Z310 foi obtida a partir de culturas primarias de epitélio de CP de rato
imortalizadas por transfecao estavel de um plasmideo portador do virus SV40 T large,
preservando o fenotipo e as funcdes das células primarias que lhes deram origem. Assim, as
células Z310 apresentam a mesma morfologia poligonal das células epiteliais de plexo
coroide, formando monocamadas confluentes como as culturas celulares primarias (Figura 5).
Além disso, as células Z310 possuem a capacidade de formar tight junctions entre células
adjacentes, constituindo uma base estrutural para as barreiras cerebrais, produzem TTR, um
marcador para o epitélio coroide, expressam transportadores de metais e substancias
quimicas organicas como anibdes, nucledsidos, hormonas e péptidos de elevado peso

molecular, e podem ter uma funcdo secretora e/ou de absorcdo devido a presenca de

microvilosidades na sua superficie.

Figura 5 - Morfologia das Células Epiteliais Coroides em Cultura. (A) Cultura primaria de CPECs (10x); (B) Cultura
de células epiteliais Z310 imortalizadas (20x). Adaptado de (Monnot and Zheng 2013).

A linha celular RCP (Rat Choroid Plexus) foi obtida a partir de culturas primarias de células de
plexo coroide de ratos Wistar adultos, dissecadas do 4 ° ventriculo do cérebro, imortalizadas
por transfecdo com o adenovirus TSori minus. Das células imortalizadas da cultura primaria
foram selecionados os clones libertadores de ides de calcio em resposta a estimulos de
vasopressina, angiotensina, braquidina, serotonina ou endotelina, e aquele que exibiu melhor
resposta as cinco hormonas foi selecionado e expandido em cultura, de forma a originar a

linha celular.

As linhas celulares de plexo coroide Z310 e RCP possuem as mesmas condicdes de cultura,

passagem e congelamento/descongelamento.
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1.1. Cultura de Células

As linhas celulares foram suplementadas com Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM,
Sigma-Aldrich, EUA), 10% de soro fetal bovino (FBS) e 1% de penicilina-estreptomicina num
frasco de cultura e armazenadas numa estufa AutoFlow DHD CO, Air-Jacketed Incubator
(NuAire, EUA) a 37°C com uma atmosfera de 5% CO, e 95% Ar.

1.2. Passagem de Células

O processo de passagem celular efetuou-se sempre que a confluéncia atingiu cerca de 90-
100% e, desta forma, permitiu diminuir a densidade celular para assegurar a expansao
continua da linha celular. Visto que as células Z310 e RCP sdo aderentes, ha necessidade de
as tripsinizar. Aspirou-se o meio de cultura e lavaram-se as células com PBS 1X (tampao
fosfato salino de pH 7.4), realizando movimentos circulares com o frasco de cultura. Aspirou-
se o PBS 1X e adicionou-se tripsina-EDTA 0.25% num volume suficiente para cobrir as células,
deixando-a atuar entre 3 a 5 minutos dentro da estufa. Quando as células se encontravam em
solucdo e com um aspeto esbranquicado a soltar do frasco de cultura, adicionou-se meio de
cultura num volume igual ao da tripsina, de forma a parar a acao da enzima, e
ressuspenderam-se as células. Recolheu-se a suspensao para um tubo falcon e centrifugou-se
durante 5 minutos a 1300 rpm. De seguida, aspirou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o
pellet celular em PBS 1X. Centrifugou-se novamente durante 5 minutos a 1300 rpm e
removeu-se o sobrenadante. As células foram entao ressuspendidas em um mL de meio de

cultura e colocadas na incubadora.

1.3. Contagem de Células

A contagem celular foi efetuada quando a confluéncia atingiu cerca de 90-100%, podendo
realizar-se sempre que as células se encontrem em suspensao. Assim, retiraram-se 20 pL da
ressuspensao celular, adicionou-se igual volume de Azul de Tripano e homogeneizou-se. Da
mistura retiraram-se 20 pL para uma camara de Neubauer de forma a contar as células
viaveis. Apds contagem das células nos diferentes quadrantes, estimou-se o numero de células

por mL e o nimero total de células no frasco de cultura, através das seguintes formulas:
N° Células/mL = Média de células quagrantes X 2 X 10*

N° Total Células = N° Células/mL X V ressuspensio celular

Material e Métodos 22



Regulagdo da Apoptose por Hormonas Sexuais no Plexo Coroide: Implicagdes na Clearance do B-Amiloide

1.4. Congelamento e Descongelamento de Células

O processo de congelamento de células foi efetuado de modo a assegurar a eternizacao da
linha celular. Para tal, foi necessario proceder a tripsinizacao, como descrito anteriormente.
As células foram diluidas em meio de cultura e adicionou-se 10% de DMSO (dimetilsulféxido),
que previne a formacao de cristais de agua capazes de lisar as células. Numa primeira fase, as
aliquotas de células foram mantidas a -20°C passando depois a -80°C, podendo ainda
armazenar-se em azoto liquido. O processo de descongelamento envolveu a ressuspensao das
células criopreservadas em DMEM com 10% FBS e 1% de penicilina-estreptomicina, apods
descongelamento num banho a 37°C com agitacao constante e moderada. De seguida, a
ressuspensao foi centrifugada durante 5 minutos a 1300 rpm, aspirou-se o sobrenadante e
lavaram-se novamente as células em meio de cultura. Apos uma centrifugacdo durante 5

minutos a 1300 rpm, procedeu-se a cultura celular, como descrito anteriormente.

2. RNA Total

Realizou-se extracdo de RNAt (RNA total) a partir de CPs de ratos Wistar Han, congelados em
azoto liquido e armazenados a -80°C apds a amostragem, e linha celular Z310. Todo o
procedimento foi realizado em gelo, devido a sensibilidade térmica do RNA. Além disso, obter
sequéncias de RNA integras torna-se dificil, principalmente devido a sua degradacao
enzimatica por ribonucleases (RNases), pelo que é necessario utilizar fortes agentes
desnaturantes, que efetuam lise celular e inativam as RNases, e agua tratada com

dietilpirocarbonato (agua DEPC).

2.1. Extracao de RNA total

A extracao de RNAt foi efetuada utilizando TRIzol® Reagent, uma solucdo monofasica de fenol
e guanidina isotiocianato, de acordo com as recomendacoes do fabricante (1mL TRIzol/100
mg de tecido). Assim, adicionou-se TRIzol a cada microtubo com o tecido/células em causa e
homogeneizou-se manualmente com um pilao de forma a permitir o rompimento celular e a
dissolucdo de varios componentes celulares. No caso das células Z310 adicionaram-se 2.5 mL
de TRIzol, enquanto para os CPs adicionaram-se 300 pL/microtubo. Apds uma incubacao
durante 5 minutos a temperatura ambiente, que permitiu a completa dissociacao de
complexos de nucleoproteinas, adicionou-se o cloroformio (200 pL de cloroférmio/1 mL de

TRIzol) e homogeneizou-se a amostra por inversao. As amostras foram entao incubadas
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durante 10 minutos a temperatura ambiente e centrifugadas posteriormente a 4°C durante 15
minutos a 12000 g. Apds centrifugacao, a solucao separou-se em trés fases: no fundo do tubo
obteve-se a fase organica (cor rosada) contendo as proteinas e residuos de fenol e
cloroformio; a interfase contendo o DNA; e a fase aquosa (transparente), contendo o RNA.
Deste modo, a fase aquosa foi transferida para um novo microtubo ao qual se adicionou o
isopropanol (500 pL de isopropanol/1mL de TRIzol) e misturou-se por inversao, de forma a
permitir a recuperacdo do RNA por precipitacdo. Apos incubacdo durante 10 minutos a
temperatura ambiente e centrifugacdao a 4°C durante 10 minutos a 12000 g, rejeitou-se o
sobrenadante. O RNA, sob forma de um precipitado branco (pellet), foi lavado duas vezes
com 500 pL de etanol 75% em agua DEPC (-20°C), centrifugou-se a 4°C durante 5 minutos a
7500 g, tendo-se rejeitado o sobrenadante. Por fim, retirou-se o etanol excedente e o
precipitado de RNAt foi re-hidratado em agua DEPC e armazenado a -80°C para uso posterior.

No caso das células Z310 ressuspendeu-se em 50 pL de agua DEPC, e 10 pL para os CPs.

2.2. Determinacao da Integridade do RNA total

A integridade do RNAt foi analisada por uma eletroforese do RNA total em gel de agarose a
1.5% corado com GreenSafe (NZYTech, Portugal). A qualidade do RNA foi confirmada pela
presenca de 2 bandas de rRNA - 185 e 28S - em que a banda 28S apresenta o dobro da
intensidade da 18S. Caso o RNA estivesse degradado, esta proporcao estaria alterada,
podendo mesmo observar-se arrastamento. Para efetuar este procedimento preparou-se um
gel de agarose a 1.5% em Tampéao TAE 1x diluido em agua DEPC ao qual se adicionaram 40 pL
de GreenSafe, agente intercalante dos acidos nucleicos. As amostras foram preparadas com 2
pL de amostra, 8 pL de H,0 estéril e 2 pL de loading buffer 10x, e depositadas no gel. Apds a
corrida da eletroforese a 100 V durante 30 minutos, visualizou-se o gel no transiluminador
UVITEC (UVitec Cambridge, Reino Unido).

2.3. Quantificacao do RNA total

A quantificacdo do RNAt foi realizada utilizando o nanoespectrofotémetro Nanophotometer™
(Implen, Alemanha), que fornece diretamente a concentracao de RNAt (pg/pL) e a razao
Az60/ A280, que indica o grau de pureza do RNAt com base na leitura de absorvéncia a 260 e 280
nm, comprimentos de onda aos quais os acidos nucleicos e as proteinas absorvem. Considera-
se que o RNAt esta puro quando a razao entre as absorvéncias se encontrar no intervalo entre
1,8e2,1.
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3. Transcricao Reversa e PCR

A sintese de DNA complementar (cDNA) é feita com uma transcriptase reversa que atua no
RNA, sendo necessaria a presenca de iniciadores de sintese (primers). O cDNA é sintetizado a
partir da transcricao reversa do mRNA, obtendo-se uma copia exata dos genes expressos, sem
introes. A transcricao reversa do mRNA deste trabalho foi realizada usando o kit SMART™
MMLV Reverse Transcriptase (Clontech, EUA), seguindo as instrucdes do fabricante. Primeiro,
preparou-se uma MIX1 (para n+1 reacées) num microtubo, com 2 yL de Random Primers e 2 pL
de DNTPs, por cada amostra. De seguida, adicionaram-se 4 pyL da MIX1 a cada tubo PCR e
cerca de 300 ng de RNAt extraido de cada amostra (ou seja, 1.5 uL de RNAt, pois [RNAt] = 200
ng/uL), perfazendo um volume total de 9 pL com agua estéril. Os tubos foram entdo
colocados no termociclador a 65°C durante 5 minutos e imediatamente arrefecida em gelo.
De seguida preparou-se uma MIX2 num microtubo com 4 pL de tampao RT (5x Buffer), 2 yL de
DTT (100 mM) e 1 uL de MMLV RT por cada amostra. Adicionaram-se 7 pL da MIX2 a cada tubo
PCR e seguiram-se uma série de incubacdes: a 37°C durante 2 minutos, a 25°C durante 10
minutos e a 37°C durante 50 minutos. Finalmente, a reacao foi parada com uma incubacao a

70°C durante 15 minutos e o cDNA foi armazenado a -20°C para posterior utilizacao.

A técnica de amplificacdo enzimatica de DNA, PCR convencional, permitiu confirmar a
expressao dos genes da apoptose Caspase 2 (Casp2), Caspase 3 (Casp3), Caspase 8 and FADD-
like apoptosis regulator (Cflar ou Casp8), Caspase 9 (Casp9), Bcl2-like 1 (Bcl2l1), Mdm4 p53
binding protein homolog (Mdm4p53), Granzyme C (GzmC) e Cytochrome c oxidase IV isoform 1
(Cox4i1) em CP de rato e, posteriormente, na linha celular Z310. A escolha dos primers para
cada gene foi realizada através do programa Primer-Blast (Tabela 1). De forma a amplificar
enzimaticamente as sequéncias correspondentes aos mRNAs dos genes em estudo, realizou-se
PCR utilizando Taq DNA Polimerase (NZYtech, Portugal), segundo as instrucdes do fabricante.
Por cada reacao adicionaram-se 2.5 pL de 10x Buffer, 1.5 pL de MgCl, (50 mM), 1 pL de dNTPs
(10 mM), 0.2 pL de Taq DNA Polimerase, 0.3 pyL de primer Forward (25 pmol) e 0.3 pL de
primer Reverse (25 pmol) respetivos a cada gene em estudo. Por fim, perfez-se com agua
estéril para um volume total de 24 pL. A cada reacao foi adicionado 1 pL de cDNA (de CP ou
Z310), a excecao do negativo ao qual foi adicionado 1 pL de agua estéril. A amplificacao dos
genes apoptéticos foi efetuada num termociclador TProfessional Basic (Biometra, Alemanha),
no qual as amostras foram colocadas a 95°C durante 5 minutos. Seguiram-se 40 ciclos nos
quais foram expostas a 95°C durante 30 segundos de forma a desnaturar o DNA, seguidas da
temperatura otima de emparelhamento de cada primer durante 45 segundos de forma a
ocorrer a ligacdo do primer ao DNA, 72°C durante 30 segundos para que ocorresse a
amplificacdo, e finalmente foram expostas a 72°C durante 5 minutos. Os produtos
amplificados foram depois visualizados por eletroforese em gel de agarose 1.5% na presenca
de GreenSafe, como descrito anteriormente. Retiraram-se 8 pyL de cada produto PCR, aos

quais se adicionaram 2 pL de loading buffer 10x e depositaram-se no gel. No primeiro poco
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foram depositados 5 pyL de marcador de peso molecular HipperLadder Il (Bioline, Reino
Unido). Apos visualizacdo no transiluminador, os produtos PCR devidamente amplificados
foram enviados para sequenciacdo a empresa StabVida (Portugal), e as sequéncias
correspondentes aos genes em estudo foram confirmadas através do programa NCBI-BLAST

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov), por comparacdo com as sequéncias da base de dados de

Rattus norvergicus.

Tabela 1 - Sequéncias dos Primers dos genes da apoptose utilizados neste estudo.

Tamanho
Gene ID o U SR Primer Forward Primer Reverse
Fragmento (°C)
(bp)
Casp2 NM_022522.2 175 58 TGTGACATGCACGTGGCCGA GCAGGTGGCATCACGTGGGT
Casp3 NM_012922.2 116 58 ACGAACGGACCTGTGGACCTG  AGCTCTGTACCTCGGCAGGC
Cflar NM_057138.2 174 58 AGGCCGAGGCAAGGTAGCCA  GCTTCTTGGCTGGACTGCGTG
Casp9 NM_031632.1 140 58 GGCTCAGCACACGCATTGGC GCGGTGCGCCATCTCCATCA
Bcl2l1 NM_001033670 160 58 TTCGGCACGAGCAGTCAGCC ACCAGCTCCCGGTTGCTCTGA
Mdm4p53 NM_001012026 190 58 CACGGTGCAACAGAGTGCTCC ~ ACCAAGGCAGGCCAGCAACA
Gzmc NM_134332.1 173 58 TGGCAAACGCCACTCCCCAC TCCCCAGCCAGCCATGTAGCA
Cox4i1 NM_017202 135 58 AATGTTGGCTACCAGGGCAC GGGTAGTCACGCCGATCAAC

4. PCR em Tempo Real

A técnica de PCR em tempo real permitiu quantificar a expressao relativa dos genes
apoptoticos, nomeadamente Bcl2l1, Mdm4p53, Casp2, Cflar e Casp9. Na experiéncia foram
analisados 4 grupos com 6 ratos Wistar Han - fémeas controlo (Sham), fémeas OVX
(ovariectomizadas), machos controlo e machos OOX (ooforectomizados). As condicées foram
otimizadas tendo-se testado a eficiéncia das reacdes para cada um dos genes com 4 diluicoes
de cDNA - 1:2, 1:3 (stock), 1:4 e 1:8 - de forma a otimizar o procedimento, e as experiéncias
foram efetuadas em duplicado. A emissdo de fluorescéncia do SYBR®Green | foi determinada
apos cada ciclo, e a quantidade relativa de cada mRNA foi quantificada usando o software do
iCycler. A amplificacdo dos transcritos especificos foi confirmada pelos perfis da curva de
melting gerados no final de cada ensaio. As curvas de melting resultantes do real-time PCR
permitiram avaliar a formacdo de dimeros de primers e a pureza do produto amplificado. O

gene da Ciclofilina A foi utilizado como controlo endégeno para normalizar os niveis de
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expressao dos genes da apoptose. Por cada analise adicionaram-se 10 pL de SYBR®Green | dye
(kit iQ™ SYBR®Green Supermix, Bio-Rad, EUA), 0.8 puL de primer Fw e 0.8 pL de primer Rv
diluidos 1:20, 1 pL cDNA nas diluicdes mencionadas anteriormente, e perfez-se com agua
estéril (Fermentas, Lituania) para um volume de 19 pL. As condicoes de amplificacao
utilizadas foram as seguintes: 95°C durante 3 minutos, 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos,
56°C durante 30 segundos e 72°C durante 30 segundos, num termociclador iQ™5 (Bio-Rad,
EUA). Os dados foram tratados através do método de Pfaffl (Pfaffl 2001), no qual a expressdao
relativa dos genes em estudo foi calculada com base na razdo entre a eficiéncia de
amplificacdo e o desvio do ponto de cruzamento das amostras em analise (animais OOX ou
0OVX) e das amostras controlo, e expressa em relacao ao gene de referéncia Ciclofilina A. No
final, os dados foram tratados estatisticamente através do t-test e One-Way ANOVA, com

resultado estatistico significativo quando p<0.05.

5. Imunohistoquimica

A técnica de imunohistoquimica permite avaliar a expressao de proteinas em cortes
histologicos, bem como a sua localizacao celular, e baseia-se no uso de anticorpos especificos
para a proteina em estudo. Assim, utilizaram-se ratos adultos Wistar Han, machos e fémeas,
aos quais foram retirados os CPs e fixados em paraformaldeido (PFA) 4% para posterior
processamento histologico. As laminas com os cortes histoldgicos foram colocadas em xilol, 2
vezes 10 minutos a temperatura ambiente, de forma a ocorrer a desparafinacdo. De seguida,
foram re-hidratadas em etanol absoluto 2 vezes, etanol 95% e etanol 80% durante 10 minutos
em cada uma das concentracdes, e finalmente lavadas 2 vezes em agua corrente durante
cerca de 5 minutos. Para ocorrer recuperacdo antigénica, os cortes foram colocados num
banho de citrato de sodio 10 mM (pH=6) durante 10 minutos a 85/90°C, tendo sido
posteriormente arrefecidos retirando agua quente do banho e colocando agua fria, de forma a
evitar o choque térmico aquando a lavagem em agua corrente durante 10 minutos. Cada
secao de tecido foi entdo incubada com perdxido de oxigénio (H,0;) 3% durante 10 minutos a
temperatura ambiente, para inibir as peroxidases endogenas e evitando falsos positivos. Apos
a incubacao, os cortes foram lavados 2 vezes em PBS-T 0.1% durante 5 minutos com agitacao
suave e foram incubados com solucao de bloqueio BSA 1% PBS durante 1 hora a temperatura
ambiente de forma a bloquear reacdes inespecificas. De seguida, efetuaram-se 2 lavagens em
PBS-T 0.1% (PBS-Tween 0.1%) durante 2 minutos com agitacao suave e os cortes foram
isolados uns dos outros com uma caneta, de forma a evitar a mistura de diferentes
anticorpos. As secbes de CP foram incubadas overnight a 4°C em camara himida com o
respetivo anticorpo primario - Caspase-3 p17 (Santa Cruz Biotechnology, EUA) diluido 1:250
em BSA 1% PBS, e Cox4 (Santa Cruz Biotechonology, EUA) diluido 1:50 em BSA 1% PBS. Ao
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controlo negativo omitiu-se o anticorpo, tendo sido incubado apenas com tampao de diluicao.
Apos incubacédo, as laminas foram lavadas 2 vezes em PBS-T 0.1% durante 5 minutos com
agitacao suave, e incubadas em camara humida durante 1 hora com o anticorpo secundario
biotinilado anti-rabbit 1gG (Sigma-Aldrich, EUA) diluido 1:20 em BSA 1% PBS. Posteriormente
lavaram-se os cortes 3 vezes com PBS-T 0.1% durante 3 minutos com agitacao suave, e
incubaram-se com o complexo extravidina-peroxidase (Sigma-Aldrich, EUA) diluida 1:20 em
BSA 1% PBS durante 30 minutos, que se liga fortemente a biotina do anticorpo secundario.
Apds 3 lavagens com PBS-T 0.1% durante 5 minutos com agitacdo suave, as laminas foram
incubadas com a solucao de diaminobenzidina (DAB 50X Dako REAL, Dako, Dinamarca) até
verificar uma coloracdao acastanhada, pois o DAB interage com a peroxidase associada a
extravidina. A reacao foi entao interrompida, colocando as laminas em agua corrente durante
alguns minutos, e foram depois mergulhadas 4 vezes em hematoxilina durante 10 segundos
para marcacao dos nucleos celulares. A reacao foi novamente interrompida com lavagem em
agua corrente e os cortes foram desidratados em sucessivas duplas passagens de 10 segundos
em etanol 95%, etanol 100% e xilol. Depois de retirado o excesso de xilol e de secarem na
hotte, as laminas foram montadas com Entellan (meio de montagem), observadas e

fotografadas ao microscopio.

6. Whole-Mount (IHC de Fluorescéncia)

A técnica de imunohistoquimica por fluorescéncia em “whole-mount” permite determinar a
localizacdo e distribuicao celulares de determinada proteina num tecido inteiro, pela
utilizacdo de anticorpos especificos. O método utilizado baseia-se na utilizacdo de um
anticorpo primario especifico para a proteina em estudo e de um anticorpo secundario ligado
a uma molécula fluorescente, ocorrendo emissdo de fluorescéncia quando ha interacdo entre
os anticorpos. Foram utilizados ratos Wistar Han com alguns dias de vida, aos quais foram
retirados os CPs e colocados em placas de 24 pocos com PFA 4% durante 1 hora e 30 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, os CPs foram incubados com uma solucao de sacarose
30% até depositarem no fundo, e incubados overnight a 4°C com a solucao de bloqueio 2.5%
BSA 0.2% Triton. Os CPs foram lavados em PBS-T 0.1% e incubados overnight a 4°C com o
anticorpo primario - Caspase-3 p17 (Santa Cruz Biotechnology, EUA) ou Cox4 (Santa Cruz
Biotechonology, EUA) - diluidos 1:100 em BSA 2.5% 0.2% Triton. Os tecidos foram lavados 2
vezes em PBS-T 0.1% e incubados 3 horas a temperatura ambiente com o anticorpo secundario
Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit (Molecular Probes, EUA) diluido 1:1000 em BSA 2.5% 0.2%
Triton. Realizaram-se novas lavagens com PBS-T 0.1% e incubou-se com Hoescht 33342 dye do
kit Image-iT™ Plasma Membrane and Nuclear Labeling kit (Molecular Probes, EUA) numa

diluicdo de 1:1000 durante cerca de 20 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, as
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laminas foram montadas com Entellan (meio de montagem), observadas e fotografadas num

microscopio confocal LSM 710 (Zeiss, Alemanha).

7. Citometria de Fluxo

A técnica de citometria de fluxo, além de funcdes bem conhecidas na area da Imunologia,
permite quantificar a apoptose em amostras de células, utilizando dois reagentes que
permitem avaliar esse efeito: a anexina V e o iodeto de propidio. A anexina V é uma proteina
que possui alta afinidade para a fosfatidilserina que, em células viaveis se encontra na
superficie interna da bicamada lipidica. Quando as células se encontram na fase inicial de
apoptose, a fosfatidilserina sofre translocacao para o exterior da bicamada, mesmo com a
membrana celular ainda intacta, e é reconhecida por fagocitos que captam o sinal e removem
a célula danificada. A conjugacdo da anexina V ao lIsotiocianato de Fluoresceina (FITC)
permite identificar e quantificar as células apoptoticas através de citometria de fluxo. O
iodeto de propidio (Pl) € um marcador nuclear fluorescente de elevado peso molecular que se
intercala no DNA quando a membrana celular se encontra permeavel, pois devido ao seu
elevado peso molecular apenas penetra na célula se esta nao se encontrar viavel, tal como
ocorre na fase final da apoptose e na necrose. Assim, corar amostras celulares
simultaneamente com anexina V-FITC e Pl permite identificar células viaveis (negativas para
FITC e PI), células apoptoticas (positivas para FITC e negativas para Pl), e células em
apoptose tardia ou necrose (positivas para FITC e Pl). Neste trabalho foi utilizada a linha
celular de CP RCP, incubada com diferentes concentracoes de B-Amyloid Peptide (1-42)
Human (Calbiochem, Reino Unido). Apds 2 horas sem FBS, adicionou-se o a-beta as células,
incubado 24 horas a 37°C numa atmosfera 5% CO,. As células foram entao tripsinizadas e
lavadas em PBS 1x e em annexin V binding buffer 1x preparado de fresco (Annexin V Binding
Buffer 10x: 10 mM HEPES/NaHO, 140 mM NaCl, 2.5 mM CaCl,). Depois colocaram-se 100 pL da
suspensao celular em cada tubo FACS 5 mL e adicionaram-se 400 yL do tampao da anexina.
Finalmente, adicionaram-se 5 pL de Annexin V-FITC (BD Pharmigen, EUA) a cada amostra
celular durante 15 minutos ao escuro, e analisou-se num citémetro de fluxo FACSCalibur (BD
Biosciences, EUA). Apos a analise, adicionaram-se 10 pL de Pl (Sigma-Aldrich, EUA) a cada
amostra que se voltou a analisar no citometro. Além das amostras incubadas com o a-beta,
fizeram-se também os controlos negativo (células sem tratamento com o a-beta) e positivo
(células mortas com lixivia). As analises foram realizadas utilizando o software CellQuest Pro
(BD Biosciences, EUA).
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1. Expressao da Via Apoptética na Linha Celular Z310

de Plexo Coroide de Rato: Efeito das Hormonas

1.1. PCR Convencional

A técnica de RT-PCR permitiu confirmar a expressao de mRNA dos genes apoptoéticos na linha
celular Z310 do CP de rato, devido a amplificacao especifica das sequéncias de nucledtidos
dos genes Casp2, Casp3, Cflar, Casp9, Bcl2l1, Mdm4p53, GzmC e Cox4i1 das vias apoptoticas.
Os produtos amplificados com os primers especificos (Tabela 1) foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1.5% corado com GreenSafe, confirmando-se que cada um dos
fragmentos obtidos tinha o tamanho esperado pela comparacao das bandas obtidas com o
marcador de peso molecular HiperLadder Il. O fragmento da figura 6A diz respeito ao gene
Casp2, com um tamanho de 175 bp; o fragmento da figura 6B corresponde ao gene Casp3,
com um peso molecular de 116 bp; o fragmento da figura 6C diz respeito ao gene Cflar, com
um tamanho de 174 bp; o fragmento da figura 6D corresponde ao gene Casp9, com um peso
molecular de 140 bp; o fragmento da figura 6E diz respeito ao gene Bcl2l1, com um tamanho
de 160 bp; o fragmento da figura 6F corresponde ao gene Mdm4p53, com um peso molecular
de 190 bp; o fragmento da figura 6G diz respeito ao gene Gzmc, com um tamanho de 173 bp;
e o fragmento da figura 6H corresponde ao gene Cox4i1, com um peso molecular de 135 bp.
Nos controlos negativos ndo se observou amplificacdo, o que indica a auséncia de
contaminacao. Deste modo, confirmou-se a presenca de mRNA destes genes apoptoticos no
CP.

Os produtos amplificados foram sequenciados pela StabVida, Portugal, e as sequéncias foram
confirmadas com o programa NCBI-BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) por comparacao
com as sequéncias de base de dados. Apos alinhamento das sequéncias com as sequéncias da
base de dados de Rattus norvergicus, obteve-se: 97% de homologia com a sequéncia de
nucledtidos da Casp2; 99% de homologia com a sequéncia de nucledtidos da Casp3; 96% de
homologia com a sequéncia de nucledtidos da Cflar; 96% de homologia com a sequéncia de
nucledtidos da Casp9; 100% de homologia com a sequéncia de nucledtidos da Bcl2l1; 100% de
homologia com a sequéncia de nucleotidos da Mdm4p53; 98% de homologia com a sequéncia

de nucleotidos da Gzmc; e 98% de homologia com a sequéncia de nucleo6tidos da Cox4i1.
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Figura 6 - Eletroforese em gel de agarose 1.5% corado com GreenSafe dos produtos de PCR do cDNA dos genes
apoptoticos em estudo. Em cada uma das imagens encontra-se representado (da esquerda para a direita) o marcador
de peso molecular, o controlo negativo (C-) e o fragmento relativo a cada gene: (A) Casp2 (175 bp); (B) Casp3 (116
bp); (C) Cflar (174 bp); (D) Casp9 (140 bp); (E) Bcl2l1 (160 bp); (F) Mdm4p53 (190 bp); (G) Gzmc (173 bp); (H) Cox4i1
(135 bp).

1.2. PCR em Tempo Real

A técnica de PCR em tempo real permitiu analisar as diferencas dos niveis de expressdao do
mMRNA dos genes Bcl2l1, Mdm4p53, Casp2, Cflar e Casp9 nos quatro grupos de ratos em
estudo: fémeas controlo, fémeas OVX, machos controlo e machos OOX. Para normalizar os
niveis de expressao dos genes apoptoticos, foi utilizado o gene da Ciclofilina A como controlo
endoégeno. As barras dos graficos representam o racio entre a expressao do gene e a
Ciclofilina A para cada grupo. No final, os dados foram tratados estatisticamente usando o t-
test e One-Way ANOVA, com resultado estatistico significativo quando p<0.05. A figura 7 diz
respeito ao gene apoptoético Bcl2l1, cuja expressdao nao apresenta alteracdes entre machos
controlo e machos OOX mas diminui significativamente (p<0.05) entre fémeas controlo e
fémeas ovariectomizadas; a figura 8 corresponde ao gene Mdm4p53, cuja expressao tende a
aumentar entre machos controlo e machos OOX e a diminuir entre fémeas controlo e fémeas
OVX, embora sem significado estatistico. O gene Casp2 encontra-se representado na figura 9 e
a sua expressao parece diminuir entre machos controlo e OOX, embora também sem
significado estatistico; a figura 10 diz respeito ao gene Cflar, cujos resultados de expressao

ndo sdo estatisticamente significativos, embora pareca existir uma tendéncia de diminuicao
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da expressao génica entre os grupos controlo e tratados para machos, sem significado
estatistico. Finalmente, o gene Casp9 (Figura 11) sofre uma diminuicdo bastante significativa

(p<0.01) entre fémeas controlo e tratadas.
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Figura 7 - Niveis de expressdao do mRNA do gene apoptoético Bcl2l1 em CP de rato. A expressao do gene Bcl2l1 nao
apresenta diferencas entre machos Sham e O0X; nas fémeas, a expressao génica diminui no grupo OVX relativamente
ao grupo Sham, sendo esta diferenca significativa (p<0.05).
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Figura 8 - Niveis de expressao do mRNA do gene Mdm4p53 em CP de rato. A expressao do gene Mdm4p53 tende a
aumentar no grupo machos OOX relativamente ao grupo Sham, sem significado estatistico; nas fémeas, parece existir
um decréscimo da expressao no grupo OVX relativamente ao grupo Sham, mas também sem significado estatistico.
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Figura 9 -Niveis de expressdo do mRNA da Casp2 em CP de rato. A expressdao do gene Casp2 parece ter tendéncia a
diminuir no grupo machos OOX relativamente ao grupo Sham, sem significado estatistico; nas fémeas também n&o se
verificam diferencas significativas.
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Figura 10 - Niveis de expressdao do mRNA do gene Cflar em CP de rato. A expressao do gene Cflar tende a diminuir
no grupo machos OOX relativamente ao grupo Sham, sem significado estatistico; a expressdo génica entre os grupos
Sham e OVX das fémeas também nao apresenta diferencas significativas.
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Figura 11 - Niveis de expressdao do mRNA da Casp9 em CP de rato. A expressao do gene Casp9 parece ter tendéncia
a diminuir no grupo machos OOX relativamente ao grupo Sham, embora sem significado estatistico; no entanto, nas
fémeas, verificou-se um decréscimo da expressdo génica no grupo tratado relativamente ao grupo controlo, sendo
esta diferenca significativa (p<0.01).
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1.3. Imunohistoquimica

A técnica de IHC permitiu identificar a presenca e a localizacdo das proteinas da via
apoptética Casp3 e Cox4 em cortes histologicos de CP de rato, por incubacao com o respetivo
anticorpo primario e substrato DAB. A coloracado castanha indica a localizacao das proteinas
em causa nas células epiteliais do CP de rato. Ambas proteinas apoptdticas Casp3 (Figura 12A)
e Cox4 (Figura 12B) foram observadas no citoplasma das células epiteliais de CP de rato. No

controlo negativo, nao se verificou qualquer marcacao (Figura 12C).
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Figura 12 - Localiza¢do das proteinas apoptoéticas Casp3 e Cox4 em CP de rato por Imunohistoquimica. As imagens
representam cortes histoldgicos de CP de rato incubadas com os respetivos anticorpos primarios, e posteriormente
incubados com DAB. A figura A corresponde a proteina Casp3 nas células epiteliais do CP de rato; a figura B diz
respeito a proteina Cox4 nas células epiteliais do CP de rato; e na figura C esta representado o controlo negativo. As
figuras foram obtidas numa ampliacao original de 100x.

1.4. Whole-Mount de CP (IHC de Fluorescéncia)

A técnica de “whole-mount” utilizando IHC de fluorescéncia permitiu analisar a expressao e
localizar as proteinas Casp3 e Cox4 no CP inteiro de rato. Os plexos coroides foram incubados
com os anticorpos primarios respetivos e posteriormente incubados com o anticorpo
secundario Alexa Fluor 488, que se liga ao anticorpo primario e emite fluorescéncia no
comprimento de onda do verde. Além disso, os nlcleos celulares dos tecidos foram ainda
marcados com DAPI, que emite fluorescéncia azul. A fluorescéncia dos tecidos foi observada
num microscopio confocal, tendo-se verificado que ambas as proteinas apoptoticas Casp3
(Figura 13A) e Cox4 (Figura 13B) se encontram localizadas no citoplasma das células. Nos

controlos negativos (figura 13C), nao se verificou qualquer tipo de marcacao.
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c1 c2 c3

Figura 13 - Imunofluorescéncia com os anticorpos Casp3 e Cox4 dos CPs de rato por Whole-Mount. As imagens
representam CPs de rato incubados com os anticorpos primarios Casp3 (A) e Cox4 (B), e posteriormente incubados
com o anticorpo secundario Alexa Fluor 488 (A1, B1) e DAPI (A2, B2). A figura C representa o controlo negativo. As
figuras A3 e B3 representam a sobreposicao das figuras A1-A2 e B1-B2, respetivamente. Todas as figuras foram
obtidas numa ampliacao original de 63x.

1.5. Citometria de Fluxo

A técnica de citometria de fluxo permitiu determinar a percentagem de células RCP
apoptoticas e/ou necréticas em varias amostras, quando marcadas com anexina V-FITC e PI
que, respetivamente, permitiram determinar a quantidade de células em apoptose inicial e a
quantidade de células em apoptose tardia ou necrose. As células da linha celular RCP foram
incubadas com a-beta nas concentracoes de 10 pM e 30 pM (Figuras 14A e 14B,

respetivamente) durante 24 horas e verificou-se que o a-beta induz apoptose celular na
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proporcao das concentracoes utilizadas. A figura 14C representa o controlo negativo (células

viaveis). Para a analise estatistica, escolheu-se uma regidao especifica dos dot blots obtidos,

onde se pensa que se encontram as células, que resultou em 39% de apoptose celular induzida

pelo a-beta 10 uM, e 50% de células RCP apoptéticas para o a-beta na concentracao 30 uM. No

entanto, as células viaveis (sem tratamento) apresentaram também cerca de 67% de

apoptose.
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Figura 14 - Andlise da apoptose induzida pelo a-beta na linha celular RCP por citometria de fluxo, através da
marcacdo com anexina V-FITC e PIl. A divisdo dos dot blot em quadrantes permite a visualizar as células viaveis
(negativas para anexina V-FITC e PI), em apoptose inicial (positivas para anexina V-FITC e negativas para Pl), e
células em apoptose tardia ou necrose (positivas para anexina V-FITC e Pl). As figuras A e B representam as
concentragdes de 10 pM e 30 pM do a-beta, tendo resultado em 39% e 50% de células RCP apoptoticas, e em 4% e
0.3% de células mortas, respetivamente. A figura C representa o controlo negativo (células viaveis), com 67% de
apoptose e 3% de células mortas.
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IV. Discussao
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O plexo coroide, além de ter um papel fundamental na producdo e secrecdo de liquido
cefalorraquidiano, ajustamento do volume intracranial e tamponamento do fluido
extracelular do cérebro (Ghersi-Egea and Strazielle 2000), expressa recetores hormonais
(Hong-Goka and Chang 2004; Quadros et al. 2007; Alves et al. 2009) e é um tecido alvo para
esteroides com efeitos neuroprotetores, cujos niveis diminuem com a idade (Hong-Goka and
Chang 2004). Estas hormonas evitam a apoptose e tém acdo direta através dos recetores e
indireta através de vias de sinalizacdo que tém a mitocondria como alvo (Pike et al. 2009). Os
esteroides poderao regular a apoptose nas células epiteliais do CP, através da regulacao da
expressao dos genes da apoptose ai expressos. Um estudo de microarrays transcriptomicos do
CP, realizado previamente pelo nosso grupo de investigacao, revelou existir um grupo de
genes relacionados com a apoptose, regulado pelas hormonas esteroides. Em conjunto, estas
evidéncias levaram a hipdtese do plexo coroide, sob efeito hormonal, ficar protegido contra a

apoptose.

Assim, foram selecionados alguns genes apoptoticos considerados moléculas-chave na morte
celular programada. A granzima C induz rapidamente a morte das células-alvo e encontra-se
associada a libertacdo do citocromo ¢ de mitocondrias danificadas. Apesar de nao danificar
mitocondrias diretamente, a GzmC causa despolarizacao e inchaco (Johanson et al. 2004). A
Bcl-2 protege as células contra a morte celular programada e bloqueia a via mitocondrial,
impedindo a libertacao do citocromo c (Elmore 2007). A Mdm4p53 € um importante regulador
da atividade da p53, um gene supressor de tumor envolvido na morte celular programada de
células anormais ou danificadas (Toledo and Wahl 2007). As caspases 2, 8 e 9 sdo caspases
iniciadoras que desencadeiam a fase de execucdo. A caspase 8 tem a particularidade de clivar
a proteina Bid, que desencadeia a libertagao do citocromo c, e a caspase 9, quando ligada ao
citocromo c e ao Apaf-1, forma o apoptossoma (Elmore 2007). A caspase 3 é a caspase efetora
mais importante, pois ativa especificamente a endonuclease CAD, que degrada o DNA
cromossomico dentro dos nicleos e provoca a condensacao da cromatina, estimulando a
reorganizacao do citoesqueleto e a desintegracao celular em corpos apoptoticos (Elmore
2007).

Comecamos por analisar os niveis de expressdo do mRNA destes genes apoptdticos na linha
celular Z310 de plexo coroide de rato através de PCR convencional, de modo a confirmar se o
CP pode estar relacionado com a apoptose. A expressao dos genes das caspases 2, 3, 8 e 9,
Bcl2l1, Mdm4p53, GzmC e Cox4i1 como moléculas-chave da apoptose esta identificada em
todos os tecidos, incluindo os CPs e outras regides do sistema nervoso, sobretudo em
hipocampo (Loo et al. 1993; Gonzalez-Garcia et al. 1995; Merry and Korsmeyer 1997; Nagy
and Esiri 1997; Gorman et al. 1998; Yuan and Yankner 2000). No entanto, apds a analise do
mRNA dos genes em estudo, foi possivel confirmar que todos eles estdo expressos na linha
celular Z310 do plexo coroide de rato e, portanto, estas células constituem um bom modelo

para os estudos de apoptose.
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Além disso, a expressao dos genes apoptoticos diferencialmente expressos nos microarrays -
Bcl2l1, Mdm4p53, Casp2, Casp8 e Casp9 - foi também confirmada através de PCR em tempo
real, por analise dos niveis de mRNA em animais fémeas e machos cujas gonadas foram
removidas, de modo a confirmar o efeito das hormonas esteroides na maquinaria apoptética.
A acdo das hormonas esteroides na apoptose foi ja diversas vezes descrita (Simpkins et al.
1994; Razmara et al. 2007; Pike et al. 2008; Pike et al. 2009; Vasconsuelo et al. 2011).
Segundo a literatura, os estrogénios tém efeitos diretos nas mitocéndrias, podendo suprimir a
producao de ROS (Borras et al. 2003; Razmara et al. 2007), e inibem a libertacdo do
citocromo c e a ativacao da caspase 3 (Morkuniene et al. 2006). Por sua vez, a testosterona
ativa a via de morte mitocondrial, expressao das caspases 3 e 8, e clivagem através da via
Fas/FasL (Jin et al. 2006; Winiarska et al. 2006). Apenas as diferencas de expressao dos genes
das caspases coincidiram com os resultados dos microarrays, nos grupos tratados versus
controlo, em machos e fémeas. A alteracao dos niveis de expressao dos genes apoptoéticos nao
foi significativa na maioria dos casos, e os resultados contraditorios podem estar relacionados
com um baixo nimero de amostras para cada gene (n=6), podendo ser possivel obter os
resultados esperados com um maior nimero de amostras de cada grupo de animais. No
entanto, estas analises da expressdao do mRNA dos genes apoptéticos mencionados acima na
linha celular Z310 permitiram confirmar que a apoptose no CP pode ser regulada por

modificacées hormonais.

Posteriormente, as proteinas da Caspase 3 e Cox4 foram também analisadas através de
imunohistoquimica e whole-mount (IHC de fluorescéncia), de modo a observar a distribuicdo e
localizacao das proteinas no tecido. O resultado de ambas as técnicas confirmou a presenca
destas proteinas no citoplasma celular de CP, tal como descrito anteriormente neste e
noutros tecidos por outros autores (Wong-Riley 1989; Hevner et al. 1995; Wong-Riley et al.
1997; Mancini et al. 1998; Clark et al. 2000).

Por fim, foi analisado o efeito do a-beta na inducao de apoptose, através de citometria de
fluxo na linha celular RCP. Os resultados mostram que o a-beta em diferentes concentracoes
induz apoptose celular em percentagens crescentes, tal como descrito anteriormente na
literatura (Loo et al. 1993; Nagy and Esiri 1997; Dickson 2004; Vargas et al. 2010). No
entanto, as células sem tratamento revelaram uma maior percentagem de apoptose, mas os

resultados obtidos sdo ainda preliminares, pelo que a técnica necessita de ser otimizada.
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V. Conclusao e Perspetivas Futuras
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A elaboracdao desta dissertacao permitiu confirmar que no plexo coroide alguns genes
apoptéticos sdo diferencialmente expressos em funcao dos niveis hormonais, nomeadamente
estrogénios e androgénios, causadas pela castracdo. Além disso, confirmamos que o a-beta
induz a apoptose nas células do CP, pelo que pode ser sujeito a regulacdo das hormonas

sexuais, prevenindo a apoptose celular na doenca de Alzheimer.

0 envelhecimento, devido a deplecdo das hormonas, e a doenca de Alzheimer, pela
acumulacao de B-amiloide, estdo também associados com o plexo coroide, pois induzem
alteracdes morfoldgicas, funcionais e mitocondriais. Futuramente, e tendo em conta que a
morte celular mediada pela disfuncdo mitocondrial esta associada a acumulacdo do péptido
B-amiloide, que provoca a doenca de Alzheimer, e que as hormonas esteroides reduzem a
acumulacao de a-beta, deverao ser realizados estudos de forma a confirmar esta hipotese.
Assim sendo, devera ser otimizada a técnica de whole-mount, através da incubacao de CPs
com a-beta, para avaliar a resposta dos anticorpos Casp3 e Cox4 ao B-amiloide, e
posteriormente os CPs tratados com a-beta poderao ser incubados com hormonas sexuais, de
forma a avaliar o efeito delas na apoptose causada pela acumulacdo do B-amiloide. Uma
outra forma de avaliar este efeito € a otimizacdo da citometria de fluxo, incubando as células

com a-beta e hormonas sexuais.

A longo prazo, podera ser possivel saber qual o papel das hormonas sexuais na apoptose
causada pela acumulagao do péptido B-amiloide na doenca de Alzheimer no plexo coroide, e

de que forma as hormonas sexuais, ao atuar neste tecido, podem atenuar o efeito do a-beta.
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