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Resumo

A diferenciacdo de células estaminais neurais (NSCs) € um tema atual de extrema
pertinéncia da a potencial aplicacdo destas células no tratamento de varias patologias,
nomeadamente nas doencas neurodegenerativas. Este trabalho, faz uma revisdo da
forma como espécies reativas de oxigénio (ROS), tendencialmente associadas a
disfungéo celular, incluindo toxicidade neuronal e neurodegeneragéo, influenciam a
determinacéo da linhagem celular a que as NSC irdo dar origem. As ROS, através de
reacOes reducdo-oxidacdo, modulam a funcdo de varias proteinas e enzimas e definem
aspetos-chave relativamente aos processos de diferenciacdo, proliferacdo e
sobrevivéncia através da oxidagdo de residuos redox sensiveis, principalmente
cisteina, selenocisteina e metionina. Os niveis de ROS variam de forma
intercompartimental no meio intracelular e de forma intercelular pelo que é de antever
que consoante a sua localizacao afetem variadas vias de transducgdo de sinal. A célula
controla o seu ambiente redox, nomeadamente recorrendo a maquinaria antioxidante,
regulada através do fator nuclear eritroide 2 (Nrf2) e as varias alteracbes morfoldgicas
e dindmicas na mitocondria culminam na producdo de ROS e influenciam a
diferenciacéo celular. As principais fontes de ROS sdo a mitocondria e as NADPH
oxidases (NOXs). As dltimas sdo enzimas tendencialmente situadas na membrana
celular e, na presenca de um estimulo, nomeadamente a presenca de fator de
crescimento epidérmico (EGF), produzem ROS. Estes, modulam a neurogénese
promovendo a diferenciacdo de NSCs através da via PTEN/PI3K/Akt com inativacdo
oxidativa de PTEN ou através de p53. Os niveis de ROS podem ainda modular a
astrogliogénese ou a oligodendrogénese. A primeira depende dos niveis de p53, que
ao estarem associados a massa e oxidacdo mitocondrial, vdo alterar os niveis de DNA
mitocondrial (MtDNA) danificado — que quando alto, fard& a célula seguir
astrogliogenese. De seguida, a oligodendrogénese é modulada através de PKC que € o
indutor central de diferenciacdo e estd presente tanto a montante dos ROS, como a
jusante ao ser ativado por ROS. Desta forma, é gerado um feedback positivo que
induz uma fosforilacdo continua da cinase regulada por sinal extracelular 1 e 2
(ERK1/2) e a ativacdo da proteina de ligacdo ao elemento de resposta ao CAMP
(CREB), resultando no aparecimento de marcadores de diferenciagdo MBP e Olig-2.
Assim, os ROS influenciam de forma determinante tanto a linhagem glial como

neural.
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Abstract

The differentiation of neural stem cells (NSCs) is a topic of extreme relevance. In this
work, we studied the way in which reactive oxygen species (ROS), which tend to be
associated with cell dysfunction, including neuronal toxicity and neurodegeneration,
influence the neural cell lineage. ROS, through reduction-oxidation reactions,
modulate the function of several proteins and enzymes and define key aspects
regarding the processes of differentiation, proliferation and survival through the
oxidation of redox sensitive residues, mainly cysteine, selenocysteine and methionine.
ROS levels vary between compartments in the intracellular environment and
intercellularly, so it is foreseeable that, depending on their location, they affect

various signal transduction pathways.

The way in which the cell controls its redox environment is discussed, namely using
its antioxidant machinery, regulated by the nuclear erythroid factor 2 related to factor
2 (Nrf2) and the various morphological and mitochondrial dynamic changes that
culminate in the production of ROS and influence cell differentiation. In addition to
mitochondria ROS production, there are NADPH oxidases (NOXs), which are
enzymes that tend to be located in the cell membrane and in the presence of a
stimulus, namely the presence of epidermal growth factor (EGF), produce ROS.
These modulate neurogenesis by promoting the differentiation of NSCs through the
PTEN/PI3K/Akt pathway with the oxidative inactivation of PTEN or through p53.
ROS levels can also modulate astrogliogenesis or oligodendrogenesis. The first
depends on p53 levels which, when associated with mitochondrial mass and
oxidation, will alter the levels of damaged mitochondrial DNA (mtDNA) — which
when higher, will make the cell follow astrogliogenesis. Oligodendrogenesis is
modulated through PKC, which is the central inducer of differentiation and is present
both upstream of ROS and downstream when activated by ROS. In this way, a
positive feedback is generated that induces a continuous phosphorylation of
extracellular signal-regulated kinase 1 and 2 (ERK1/2) and the activation of CAMP
response element binding protein (CREB), resulting in the appearance of markers of
differentiation MBP and Olig-2. Thus, ROS can influence and determine NSCs

lineage and fate.
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Abreviaturas

ARE — Elemento de resposta antioxidante

Cys — Cisteina

EGF — Fator de crescimento epidérmico

EPRE — Elemento responsivo eletrofilo

GFAP — Proteina fibrilar acida da glia

GPx — Glutationa peroxidase

GSH — Glutationa

HIF1 — Fator induzivel por hipoxia la

LIF — Fator inibidor de leucemia

Met — Metionina

Msr — Metionina sulfoxidoredutase

mPTP — Poro de permeabilidade mitocondrial

NOX — NADPH oxidase

Nrf2 - Fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2
NSCs — Célula estaminal neural

NPSC — Células estaminais neurais progenitoras
Oct4 — Fator de transcri¢do associado a pluripoténcia
Oxphos — Fosforilacdo oxidativa

Pigs — Genes indutiveis por p53

NCAM — Molécula de adeséo associada a célula estaminal
RMS — Fluxo migratorio rostral

SGZ - Zona subgranular

SOX2 — (Regido determinante de sexo Y)-box2

SVZ — Zona subventricular



TIGAR - Glicolise induzida por TP53 e regulador de apoptose

\/Z — Zona ventricular
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1 Objetivo

A presente monografia tem como objetivo clarificar a forma como as reagdes
oxidacdo-reducdo modulam as vias de sinalizacdo que comandam a diferenciacéo de
células estaminais neurais e, com isso, determinam a linhagem a seguir pela propria

célula: glial (astrocito ou oligodendrécito) ou neuronal.
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2 Materiais e Métodos

A presente monografia de revisdo apoiou-se em artigos ciéntificos relevantes para o
topico da mesma, publicados em revistas cientificas. Foram utilizados como
descritores os termos “redox signalling neurogenesis®, “neural stem cell

b 1Y

differentiation”, “cell differentiation pathways” e “astrocyte differentiation redox”.

Os critérios de inclusdo das fontes bibliograficas centraram-se na data de publicacéo
(artigos tendencialmente dos ultimos 10 anos, mas nédo s0), fidedignidade, relevancia
para 0 tema em questdo e idioma do artigo (lingua inglesa). A pesquisa das fontes
bibliogréaficas foi realizada atraves da consulta da base de dados eletronica PubMed,
com inicio a Marc¢o de 2021 e término a Novembro de 2021.
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3 Células estaminais neurais

Células estaminais neurais (NSCs) sdo células pluripotentes capazes de se
diferenciar e proliferar sem limites. O processo de diferenciacdo origina células
descendentes que se diferenciam tendo em conta as diferentes linhagens — neuronal,
dando posteriormente origem aos neurénios e — glial, originando oligodendrécitos e
astrocitos (1). Encontram-se principalmente em zonas neurogénicas, que podem
diferir. A zona subventricular (SVZ) e ventricular (VZ) estdo associadas ao estadio

embrionario e pos-embrionario e a zona subgranular (SGZ) associada ao adulto. (1,2)

Apesar das diferencas significativas entre a SVZ e SGZ, estas areas ou nichos,
partilham arquiteturas comuns que permitem um contacto préximo entre NSCs de
ambas as areas. A sua atividade é maioritariamente de suporte as NSCs nas suas

atividades fundamentais: diferenciacdo e proliferacdo em resposta a um estimulo (2)
3.1Zona Subventricular (SV2)

A SVZ (Fig. 1) é a maior area neurogénica do cérebro adulto e encontra-se
associada a formacdo dos neurénios do bulbo olfatério. Contém células nos diversos
estadios de desenvolvimento como células estaminais e células progenitoras e
localiza-se junto as células ependimarias do ventriculo na parede lateral ventricular.
As NSCs proliferam lentamente (3,4), expressam a proteina acida fibrilar glial
(GFAP+) e caracterizam-se pela inexisténcia de recetores fator de crescimento
epidérmico (EGF) (4). NSCs da regido SVZ podem ainda gerar astrocitos no bulbo
olfatdrio e oligodendrocitos no cortex e corpo caloso (4).

13



A diferenciacdo e proliferacdo celular nesta regido é iniciada apés um estimulo, pelo
que o estudo e conhecimento desses estimulos terd grande relevancia. Esta descrita a
inervacdo da regido SVZ pelo nucleo ventromedial do hipotadlamo e que esta pode
induzir ou inibir a diferenciagéo (5).

Zona Subventricular

__»RMs
Tipo B ' e
® Célularadial @ Tipo C hstiodto
: " glia-like
Zie Céula (@ TipoA AL Micréglia
Ependimaria Neuroblasto io

Tipo B --> Tipo C --> Tipo A --> Célula Madura

V VZ Svz

Fig. 1 Representacdo de zona subventricular e respectivas populacdes celulares.
V, Ventriculo; VZ, zona ventricular; SVZ, zona subventricular; CSF, liquido
cefaloraquidiano; RMS, fluxo migratério rostral. Adaptado de (6)

Apos a sua ativacdo, as células Tipo B aumentam a presenca de recetores EGF,
proliferam rapidamente e ddo origem a células multipotentes do Tipo C (7) que retém
a sua atividade mitética (8). E comum utilizar a denominacio de NSPC em referéncia
a uma populacdo mista de células B e C. As células Tipo C ddo origem
principalmente a neurdnios imaturos (células Tipo A ou neuroblastos) que migram ao
longo do fluxo migratério rostral (RMS) para o bulbo olfatério e geram

interneurdnios. Estas células expressam marcadores neuronais imaturos, Como por ex.
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doublecortina (DCX) e a molécula de adesdo celular neural polissialilada (PSA-
NCAM). (Fig 2)

Subventrical zone

Type B
EGFRlow
sox2*

GFAP*

Type A
EGFRbhigh

ASCL*

4
L DX Neuronal

Type C Type 1 Type 2 Progenitor

o sox2+ sox2* DCX*

DCX
PSA-NCAM* / \ GFAP* GFAP- | |PSA-NCAM* /

Fig.2 Representacdo esquematica das principais areas neurogénicas no cérebro

adulto. Os marcadores especificos das NSCs sdo definidos para a zona
subventricular (SVZ) dos ventriculos laterais (LV) e para zona subgranular
(SGZ) do giro denteado no hipocampo. Neurénios imaturos da regido SVZ
migram ao longo do fluxo migratorio rostral (RMS), enquanto que 0s neuronios
imaturos derivados da SGZ migram em direcdo a camada celular granulosa
(GCL). Adaptado de (9)
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) ) o Ritmo de L
Tipo de célula Caracteristicas ) N Localizacao
Proliferagdo

Separar o liquido e
o o Formam o epitélio
Ependimais (Ep) cefaloraquidiano da | ---

SVZ

ventricular

Capacidadade

migratoria para
Neuroblastos ou

) atingir o bulbo +++++ Bulbo olfatorio
Tipo A

olfatorio. Pouco
diferenciados

De grandes
dimensoes,

quiescentes e de

AH00 <imi Proximas das C.
Tipo B fenotipo similar a +

. L ependimais
células gliais;

Geram células tipo
C

Dividem-se 1 a2
Tipo C vezes. Geram +

células tipo A

Tabela 1.1 Resumo das caracteristicas das populacdes celulares na zona
subventricular (SVZ).

Adaptado de (8)

3.2 Zona subgranular (SGZ)

A SGZ (Fig. 3) encontra-se localizada no giro denteado do hipocampo. Existem dois
tipos de NSCs nesta regido: as células do tipo 1, que se dividem lentamente e tém uma
estrutura radial. Estas células expressam o marcador sex determining region Y box-2

(SOX2) e a proteina &cida fibrilar glial (GFAP). As células tipo 2, progenitoras, sdo
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GFAP negativo e proliferam mais extensivamente em compara¢do com o Tipo 1.
Ambas as populacdes dao origem a neurdnios imaturos DCX-positivos que migram e
se integram na camada de células granulares (10,11). As células estaminais da SGZ

sdo igualmente capazes de gerar astrocitos (10).

Zona Subgranular

Tipo B Célula Tipo C
Célula radial ® transito-amplificadoras
ML X ®.  glia-like (tipo 2b)
Células Tipo C Tipo A
Q  transito- Neuroblasto
GC L amplificadoras
tipo 2
(tipo;2a) Y2 Micréglia
Nucleo de células
granulares maduras
SGZ Células granulares
hilus

Fig. 3 Representacdo de zona subgranular e respectivas populacdes celulares.

SGZ, zona subgranular; GCL, camada de células granulares; ML, camada

molecular. Adaptado de (6)
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4 ROS, stress oxidativo e diferenciacéo

As ceélulas estdo constantemente expostas a varias formas de stress, seja extra ou
intracelular. Esse stress promove a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
incluindo espécies radicais ou ndo radicais de oxigénio (12). Os tipos de ROS incluem
radical superoxido, peréxido de hidrogénio e radical hidroxiloo.(13). Todavia, essa
producdo de ROS também acontece de forma passiva, nomeadamente a producdo de
superéxido mitocondrial. Este é gerado através da fuga de eletrGes da cadeia
transportadora, localizada na membrana interna. Esses eletrGes sdo entdo capturados

pelo oxigénio molecular transformando-o em superdxido.(14) (Fig. 4)

Os ROS, dentro de niveis aceitaveis, tipicamente baixos, atuam como um segundo
mensageiro, desempenhando um papel importante no crescimento, funcdo e
diferenciacdo celular, através da qual a sinalizacdo redox celular e a homeostasia séo
reguladas (15). Porém, uma alta concentracdo de ROS, além de ser toxica e
prejudicial as células (p.ex, através peroxidacao lipidica na membrana celular) induz
um desequilibrio na sua regulacdo que atua como stress oxidativo, tornando-se causa
de varias patologias (1, 4). Assim, é de extrema importancia manter os ROS em niveis
toleraveis pelo organismo e para isso, as células possuem sistemas de defesa para a
sua remocdo efetiva (5), constituidos maioritariamente por enzimas antioxidantes. As
enzimas antioxidantes sdo, entre outras, a superéxido dismutase (SOD), catalase

(CAT), glutationa peroxidase (GPx) e peroxirredoxina (Prx) (16).
4.1R0OS

Espécies reativas de oxigénio é um termo utilizado para descrever um conjunto de
moléculas e radicais derivados do oxigénio molecular (O.), altamente reativos,
presentes em todos 0s seres Vvivos aerdbios. Estes resultam, principalmente, do
metabolismo energeético aerdbio, sendo gerados na forma de subprodutos pela cadeia

transportadora de eletrGes mitocondrial. Podem ainda ser gerados atraves de
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complexos enzimaticos designados por NADPH oxidases. (17,18)
4.1.1 Perspetiva historica

Aquando da sua descoberta, a teoria aceite pela comunidade cientifica era que a
producdo de ROS era exclusivamente de células fagociticas, enquanto parte do seu
mecanismo de defesa.(19) Gradualmente, com a crescente evidéncia nos ultimos anos,
0s ROS foram associados ndo s6 ao onset de determinadas patologias, tais como
doencas neurodegenerativas, oncoldgicas e diabetes, como se acredita que tém um
papel importante na manutencdo das funcbes celulares, nomeadamente através das
suas acdes enquanto segundo mensageiro nas mais variadas vias de transducdo de
sinal. (1,20)

4.2 Stress oxidativo

A producéo de ROS é regulada de diversas formas, resultando num balanco adequado
que permite a sobrevivéncia da célula e a ativacdo de determinadas vias de transducéao
de sinal. Este balancgo diverge consoante o local, sendo diferente ndo sé de célula para
célula, como entre os préprios compartimentos celulares, assim como da fase do ciclo
celular e metabolismo. Por exemplo, no inicio do processo de diferenciacdo, a
concentracdo de moléculas antioxidantes € significativamente superior, com
consequente menor concentracdo de ROS e o ambiente celular tenderd para niveis
reduzidos. Conforme vai decorrendo o processo de diferenciacdo e envelhecimento
celular, ocorre uma mudanca deste panorama — 0 ambiente torna-se mais oxidado e

com menor conteddo em moléculas antioxidantes.(21)

O balanco redox €é igualmente capaz de ditar as funcdes celulares. Tal como foi dito
anteriormente, as células do sistema imunitario com capacidade fagocitaria possuem
altos niveis de ROS para que possam exercer a sua fungdo, enquanto que o0s
hepatocitos possuem numerosas moléculas antioxidantes com o objetivo de

neutralizar os xenobioticos que por ele passam. (18)

As mitocondrias sdo a principal fonte de ROS nas células, nomeadamente atravées da
producdo de anido superoxido (‘O2). Este, pode ser formado no complexo
mitocondrial 111, recorrendo a citocromo C oxidase e no complexo I, localizado na
membrana interna da mitocondria, como resultado da cadeia transportadora de
eletrdes, ou formado a nivel citosolico com recurso as NOX (Reacéo 1) (Fig. 4) (22).

Estas enzimas encontram-se principalmente na membrana celular. O superdxido é
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convertido em peréxido de hidrogénio (Reacdo 2) pela superoxido dismutase
citosélica (SOD1) e mitocondrial (SOD2). O peroxido de hidrogénio, dadas as suas
caracteristicas, difunde através da membranas e atua como mensageiro nas mais
variadas vias de sinalizagdo (23), e, apesar da sua reduzida atividade pode dar origem
ao radical hidroxiloo (OH"), que ndo pode ser removido e resulta em grande dano
celular. Este radical é gerado através da reacdo de Fenton, a qual € catalisada pelo ido
(Fe?*). (Reagdo 3). O controlo dos niveis de perdxido de hidrogénio é critico na
manutencdo dos niveis de radical hidroxilo. Por exemplo, apds a ingestdo de bebidas
alcdolicas, ha um aumento transiente dos niveis de peréxido de hidrogénio que devido
a saturacdo das enzimas destoxificantes ndo é imediatamente removido e da origem ao
radical hidroxiloo.(24).

O radical hidroxiloo é capaz de reagir com uma variedade sistemas enddgenos,
incluindo os fosfolipidos membranares, levando a sua destabilizacdo — com
peroxidacdo lipidica e formacdo de radicais lipidicos — e morte celular. Os perdéxidos
lipidicos podem igualmente seguir reagdo de Fenton, culminando numa ciclizagdo da
producdo de radicais hidroxilo, e em grande dano celular. (Reagéo 3) (25) Quanto aos
radicais lipidicos, estes podem ser removidos com recurso a Vitamina E, esta com
poder antioxidante. Os seus niveis sdo criticos para a manutencdo celular, podendo
tanto originar espécies altamente reativas com capacidade de danificar a célula ou
atuar como mensageiros intervindo em diversas vias de transdugdo de sinal. O
controlo destas espécies pode ser feito recorrendo a moléculas ou grupos
antioxidantes, ou seja, que tenham a capacidade de neutralizar estes compostos. Nesta
neutralizacdo sao preponderantes as reacdes dependentes dos sistemas redox ativos da
glutationa peroxidase e peroxirredoxinas que se baseiam nas propriedades redox-
sensiveis dos grupos selenol (SeH, presente no aminoacido selenocisteina) e tiol (SH,
cisteina), respetivamente, e representam a principal pool antioxidante de

perdxidos.(26)
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Formacéo de ROS

O oxigénio atomico tem dois eletres desemparelhados em orbitais diferentes no
ultimo nivel eletrénico, tornando-o suscetivel a formacédo de radicais. A formagéo de

radicais ocorre em passos sequenciais, como demonstrado a seguir.
Reducdo do oxigénio molecular (Reacéo 1)

A reducdo do oxigénio molecular (O2) resulta na producdo de superdxido (‘O2),

percursor de outras espécies reativas de oxigéenio.
O2+e 2> 0
Dismutacéo do superéxido (Reacéo 2)
2H"+°027+ 02 > H202+ 02
Formacéo do radical hidroxiloo (Reacéo 3)

H,0; + Fe2* > HOe + OH + Fe?*

zzzggggzgggzzzzzgggzzzzggzgzzgggggggggzzgzzggz§§°“
SEitittitticicisteitistiissccctssccststcsact

50D1 GPX

i a3 -

NADH MAD® | FADH, FADH 0, H,0 ADP H™ATP

A . l soD2 GPX
Eﬁk‘ 01" —_— Hzoz —_— HzD

cycle

Fig. 4 Representacdo da cadeia respiratoria mitocondrial. Ocorre a formacéo de
anido superoxido resultante da captura de eletrdes pelo O: e, de seguida,
transformacdo do mesmo (através das SOD1 e SOD2) em H20.. Por ultimo, o

H20: é transformado em H20.

Adaptado de (27)
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No decorrer desta monografia, serdo abordadas mais concretamente as vias afetadas
pela sinalizacdo recorrendo a ROS, especialmente no contexto de diferenciagédo e
proliferacdo de NSCs e quais as moléculas antioxidantes com maior papel na

regulacdo destas espécies.
4.3Sinalizacéo celular

No ultimo capitulo foram referidos os possiveis danos que sdo mediados pela
presenca de ROS a nivel celular. Contudo, a evidéncia cientifica sobre a existéncia de
uma funcéo fisioldgica associada aos ROS tem vindo a crescer nos Gltimos anos. Os
ROS sdo capazes de oxidar residuos de cisteina, nomeadamente o seu grupo tiol,
regulando assim a acdo das proteinas em que estes se inserem. Tendo em conta a
riqgueza em residuos de cisteina existente nos organismos biologicos, € possivel ter

uma ideia da magnitude de vias de sinalizacdo reguladas pelos ROS. (28)

A importéncia da cisteina na fisiologia prende-se com a sua capacidade de formar
ligacBes covalentes com 0s principais elementos presentes nos organismos biol6égicos
(C, O, H, N, P).(28) . O grupo tiol na cisteina € imediatamente oxidado por ROS,
como o peroxido de hidrogénio, e é transformado de forma transitoria em &cido
sulfénico (-SOH) e depois em dissulfeto (-S-S-). De dissulfeto, pode ainda sofrer
posterior oxidacdo em 4&cido sulfinico (-SO2H) e de seguida a &cido sulfénico (-
SOsH), irreversivel. Dependendo do contetdo antioxidante da célula, é possivel

reverter a transformacdo em dissulfeto.(29).

A metionina (Met), é um aminoacido que contém enxofre na sua estrutura. Como tal,
esta sujeita as reacdes redox tipicas, nomeadamente oxidacdo a metionina sulféxido
(S=0) e a respetiva reducdo pela metionina sulfoxidoredutase (Msr). Esta propriedade
confere @ Met uma fungdo Unica enquanto interface entre o meio intracelular e

extracelular mediada pelos ROS. (30)

Contudo, nem todos os grupos tiol sdo facilmente oxidaveis. Determinadas enzimas,
como as tiorredoxinas, glutarredoxinas e a molécula glutationa tém um potencial
redox reduzido, atuando como tampao e em ultima instancia como um fator major na

regulacdo das vias de sinalizacdo redox sensiveis.(31,32)
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5 Estado redox das NSCs

O estado redox intracelular é definido pelo equilibrio entre a producéo e eliminacao
de pares redox, como por exemplo NADP+/NADPH, NAD+/NADH, glutationa
oxidada/reduzida (GSSG/GSH), anido superoxido/oxigénio (*O27/0), peroxido de
hidrogénio/agua (H202/H20). Acumulacdo de espécies oxidantes, tais como ROS ou
espécies reativas de nitrogénio (RNS) por eliminagdo ineficiente ou producédo
excessiva resulta num estado intracelular oxidado e promove reacbes de oxidacéo.
Este ambiente tera consequéncias a niveis estruturais para as moléculas presentes,
nomeadamente oxidacdo de proteinas e enzimas como fosfatases e cinases, sendo que
as ultimas regulam vérias vias de sinalizacdo, nomeadamente do ciclo celular e
diferenciacédo. (33-35). As ROS sdo mantidas dentro de determinados parametros por
enzimas como SOD, glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT), glutationa redutase
(GR), tiorredoxinas ou elementos ndo enzimaticos como a glutationa. As fontes
enddgenas de ROS na célula tornaram-se essenciais para a sua expansao clonal e
diferenciacdo e a modulacdo dessas fontes pode alterar a sua linhagem de neuronal

para glial ou vice-versa.

Uma analise comparativa, permite concluir que no sistema nervoso central, as zonas
neurogénicas possuem niveis de ROS mais elevados. (33,36) Nessa mesma regido, ao
selecionar e ordenar os neuronios corticais de acordo com os niveis de ROS, é
possivel concluir que as NSCs com niveis mais altos diferenciam-se posteriormente
em neuronios, enquanto que niveis mais baixos estdo associados a diferenciacao
primeiramente em astrocitos e oligodendrocitos. Além disso, o tratamento
antioxidante de uma cultura celular de NSCs resulta numa alteragéo da proporcao dos
tipos de neurdnios presentes.(37) Estes factos permitem-nos concluir que os ROS
possuem um papel fulcral na diferenciacéo. Este € um processo complexo que envolve
um conjunto de vias de sinalizacdo, particularmente vias sensiveis as reagdes redox

que vao influenciar o futuro da célula. O controlo das varidveis que influenciam os
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niveis de ROS celular tais como capacidade antioxidante, expressdo de NOX, entre
outros é feito de forma rigorosa. O estado redox celular é relevante durante grande
parte do processo de diferenciacdo, inclusive durante o desenvolvimento axonal e
dendritico. Mais a frente serdo realcadas as vias de sinalizacdo com impacto na
diferenciacdo assim como as moléculas redox-sensiveis e de que forma os ROS tém

um impacto na sua regulacao.

5.3 Resposta pro-oxidante

5.3.1 Microambiente hipdxico

A saturacao de oxigénio média no cérebro dos mamiferos centra-se entre os 0.1-5.3%.
Nas regides tipicas de diferenciacdo como € o caso do giro denteado do hipocampo, 0s
niveis médios de Oz sdo 1.3%.(39). Tendo em conta que 0s niveis de oxigénio
atmosférico séo cerca de 20%, e que a partir de 5% sdo considerados niveis hipdxicos,
as NSCs propagam-se e diferenciam-se em ambiente hipoxico. Este facto vem
demonstrar a existéncia de uma “hipoxia fisioldégica” necessaria para a sobrevivéncia

e renovagéo celular.(38,39)

A hipoxia fomenta o aparecimento de ROS através do aumento da expressdo das
NOX membranares e por alteracdo da atividade mitocondrial, sendo que ambos
potenciam o processo de diferenciacdo (Fig 5). Consequentemente, com 0 aumento
dos niveis de ROS, resulta a ativacdo de HIF-1 que interage com OCT4 (fator de

transcrigdo associado a pluripoténcia).(39)
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Signaling response to hypoxia
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Fig. 5 Representacio esquematica dos efeitos de “hipoxia fisiologica” a nivel
celular. O decréscimo do oxigénio molecular provoca diretamente um aumento
dos niveis de ROS, ativacdo de Fator induzido por hipoxia (HIF-1) e de variadas
respostas como alteracGes nos niveis de glutationa e na dindmica mitocondrial.
Adaptado de (39)

5.3.2 ROS derivados da mitocondria

Durante a diferenciacdo neuronal de NSCs, hd& um aumento do numero de
mitocondrias e niveis intrinsecos de ROS (40). O numero, integridade e dinamica
mitocondrial exerce igualmente uma fungdo moduladora sobre o processo de
diferenciacdo de NSCs. Por exemplo, neur6nios em estadios avancados de
diferenciacdo possuem niveis superiores de enzimas mitocondriais associadas ao
metabolismo oxidativo (como é o caso da fumarato redutase ou citocromo ¢ oxidase)

em comparacdo com as suas células precursoras (13, 20)
5.3.2.1 Metabolismo

O metabolismo de NSCs depende principalmente da glicolise e de B-oxidagéo.
Conforme o processo de diferenciacdo decorre, ha uma transicdo para um perfil
metabdlico envolvendo fosforilagdo oxidativa, principalmente em neurdénios. Com
efeito, esta transicdo é um requisito e ndo uma consequéncia da diferenciacdo e tem

como principal objetivo suprir as necessidades energéticas neuronais. (42,43)
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Com a mudanca de perfil metabolico, ocorre um aumento dos niveis complexo | e
niveis reduzidos de SOD 1, que é acompanhada por niveis elevados de ROS
mitocondrial e citoplasmatico necessarios para modificar o perfil de transcricéo
genético das células progenitoras comprometidas (CC), e como consequéncia, ha uma

promocé&o da diferenciacéo. (42,43)
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Fig. 6 Representacédo das principais mudancas que ocorrem durante 0 processo
de diferenciacdo. A célula, ao avancar para um nivel de diferenciagdo mais
avancado, o seu ambiente redox torna-se significativamente mais oxidado. Além
disso, a expressdo de Nrf2 diminui, assim como a glicolise, dando origem a uma
sintese mitocondrial intensa com consequente transicdo para fosforilagéo
oxidativa, com vista a suprir as necessidades energéticas dos neurdnios maduros.
(44)

5.3.2.2 Fosforilacédo oxidativa (OXPHOS)

OXPHOS ou fosforilacdo oxidativa mitocondrial produz altos niveis de ATP e ROS

que sdo gerados pela cadeira transportadora de eletrdes. Estes sdo gerados
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principalmente pelo Complexo I (NAD:ubiquinona oxidoredutase) e Complexo Il
(ubiquinol:citocromo ¢ oxidoreductase). (46) Os eletrbes sdo gerados a partir da
NADH e FADH:> que de seguida passam pela cadeia de transportadora de eletrdes e,
no fim, reduzem o O, para formar H2O no complexo IV. No complexo | e Il a
producdo de ROS resulta num extravasamento de eletrGes que ao encontrarem um
aceitador como € o caso do O, provocam a sua reducéo, resultando no aparecimento
de superoxido. Superoxido é produzido na matriz no complexo |, enquanto no
complexo Il o mesmo é libertado tanto para na matriz como para 0 espago
intermembranar mitocondrial. (45) Uma vez gerado o superoxido, este sofre
dismutacdo (reacdo 2) pela SOD1 ou SOD2 dependendo do local. Posteriormente, o
H>O> é totalmente reduzido a 4gua pela GPX. Ha alguma evidéncia que os neurdnios
utilizam lactato proveniente dos astrocitos na OXPHOS para produzir ATP. (45)

5.3.3 Flashes/Bursts de superoxido

A diferenciacdo de NSCs estd associada ao aumento de bursts oxidativos de
superoxido, isto &, o aumento subito de superéxido na mitocdndria causado pela
abertura de um poro especifico, poro de permeabilidade mitocondrial (mPTP). Este
processo é efémero e ndo ocorre uma alteracdo da concentracdo global de ROS
efetiva. A frequéncia dos bursts oxidativos relaciona-se com a percentagem de
oxigénio presente no meio e influxos de Ca?*. A abertura do poro é crucial para a
diferenciacdo e a sua inibicdo farmacoldgica resulta em auséncia de diferenciacdo
celular. Por Gltimo, a delecdo dos genes SOD1 e SOD2 e consequente inexisténcia de
metabolismo do superoxido resulta num impacto significativo na linhagem celular
com a decisdo a favorecer transicdo para a linhagem glial. (46) A deplecdo de
glutationa (GSH) provoca uma mudanga no destino celular no sentido da linhagem
glial. (47)

5.3.4 Morfologia e dinamica mitocondrial

As propriedades morfologicas e dindmica mitocondrial parecem ter impacto regulador
a montante nas decisdes sobre o destino das NSCs. A dindmica e morfologia
mitocondrial é estabelecida através de fissdes e fusdes reguladas e tém um grande
impacto na identidade, capacidade mitotica e futuro celular ao regular o Complexo |
mitocondrial, e como tal, os niveis de ROS que dai advém, tendo por isso um papel
fisiologico muito importante.(43) A dindmica mitocondrial direciona o destino das
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NSCs atraves da modificacdo dos niveis de ROS e da respetiva transducao de sinal ao
ativar a via de sinalizacdo Nrf2 de forma retrograda, que desencadeia um programa
celular duplo: suprime a capacidade mitética e a0 mesmo tempo promove 0
compromisso de diferenciacdo celular ao estimular a transcricdo de variados genes,

como demonstrado na Fig 7 (43)
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Fig. 7 O impacto da dindmica e morfologia mitocondrial na diferenciagéo
celular. A mitocondria alongada e reduzidos niveis de ROS provocam a ativacao
de genes associados a replicacdo. A mitocondria fragmentada, associada a niveis
de ROS aumentados provocam a inibicdo da replicacdo e expressdo de genes

associados a diferenciagao.

Adaptado de (48)
5.3.5 ROS de origem nao mitocondrial
5.3.5.1 Familia NOX e DUOX

As NOX e DUOX séo as principais fontes celulares de ROS, sendo maioritariamente
expressas na zona subventricular e modulam a neurogénese que ocorre nessa regiao.
Os niveis de ROS sdo estritamente controlados dentro de dois parametros:
concentracdo e localizagdo intracelular. Estes parametros permitem ndo sO que a
diferenciacéo decorra como mantém a integridade celular. A ativacdo das NOX inicia-
se assim que EGF interage com o seu recetor celular. A familia NOX esta amplamente
distribuida pelo organismo e é constituida pelas oxidases (NOX 1-5) e duo-oxidases
(DUOX 1 e 2). Estas, modulam a neurogénese promovendo a proliferacdo ou a
diferenciacdo de NSCs (5,49) através da via PTEN/PI3K/Akt com inativagdo
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oxidativa de PTEN ou através de p53 (50). Os anifes superoxido e moléeculas de
peréxido de hidrogénio podem difundir-se atraves da membrana celular. Os anides
superoxido gerados podem sofrer acdo da Zn-Cu-SOD ou sofrem reacdo de
dismutacdo espontadneamente. Esta igualmente demonstrado que os ROS regulam a
via que determina a autofagia e apoptose através da modificacdo oxidativa do
aminoacido metionina na catepsina L.(51). A ativacdo da via PTEN/Akt e
consequentemente de Mdmz2 resulta numa degradacdo de p53 com consequente
paragem do ciclo celular e iniciagdo do processo de diferenciacdo. PTEN inibe a
ativacdo de Akt e como tal, a diferenciacdo (Figura 7). A ativacdo de p53 induz
expressao de PIGs (genes indutiveis por p53) e TIGAR (glicolise induzida por TP53 e
regulador de apoptose) que estdo envolvidos no aparecimento de radicais superoxido

associados a paragem da diferenciacdo celular.
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Fig. 8 Vias de transducéo de sinal ativadas apos estimulacédo do recetor EGF.
5.4 Sinalizacdo antioxidante

5.4.1 Sinalizagao Nrf2

A capacidade antioxidante de uma célula é regulada durante todo o seu tempo de vida

e varia de acordo com o seu estadio de diferenciagdo, sendo maior nas NSCs face aos
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neuronios diferenciados. O aumento da capacidade antioxidante é causado pelo fator
de transcricdo Nrf2 e resulta numa maior resisténcia face a bursts oxidativos e outras
variacbes de ROS. A ativacdo do Nrf2 culmina com elevacdo dos niveis de

transcrigdo de proteinas antioxidantes. (1,52)

Em condic¢des normais, Nrf2 esta localizado no citoplasma celular onde interage com
a Keapl, rico em residuos de cisteina. Oxidacdo dos residuos de cisteina leva a
separacdo do Nrf2/Keapl, e o Nrf2 é translocado para o nucleo celular. No nucleo
ocorre a ligacdo ao elemento de resposta antioxidante (ARE) ou elemento responsivo
eletrofilo (EpRE), culminando na expressdo de genes associados a defesa antioxidante

(p. ex tiorredoxinas) (53,54)

Nrf2 suporta a regeneracéo tecidual com base em células estaminais e diferenciacéo
neuronal. (1)

Conforme o processo de diferenciacdo vai decorrendo, a capacidade antioxidante das
NSC vai decrescendo, mais concretamente o conteddo em glutationa, um dos
principais agentes antioxidantes, resultando numa alteracdo significativa do estado
redox. (1)

Através da analise do niveis de mMRNA de Nrf2 de NSCs em estagios iniciais de
diferenciacdo, é possivel concluir que ha um subito decréscimo da expressdo de Nrf2,
resultando numa capacidade antioxidantes reduzida. Este decréscimo é mediado por
repressdo epigenética do promotor de Nrf2, resultando numa reducéo da expressao
dos genes alvo: Hmox1, Srxnl, xCt, Cat e Gclc (1,60,61)

5.4.2 Sinalizacao dependente de (NADP+)/(NADPH)

O NADPH fornece os equivalentes redutores necessarios para regeneracdo de uma
variedade de enzimas reguladoras de redox, especialmente membros da familia
tioredoxina, como as oxidorredutases. Enzimas desta familia sdo fulcrais na
sinalizagdo redox-dependente. Essas enzimas possuem a capacidade de reverter
oxidagOes dos grupos tiol e remover H2O. do meio.(55) ModificagBes oxidativas, por
ex. formacgéo de dissulfetos e &cidos sulfenicos, S-glutationilacdo ou S-nitrosilacdo,
ocorrem em residuos de cisteina especificos e modulam as atividades de um namero

significativo de proteinas envolvidas nas vias de transdugéo de sinal.(56)
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5.4.2.1 Sistema tiorredoxina (TRX)

O sistema tiorredoxina (Trx) (tiorredoxina/tiorredoxina redutase + NADPH) reduz
dissulfetos (-S-S-) e tidis S-nitrosilados. S&o compostos por um sitio ativo com dois
residuos de cisteina, constituidos por grupos ditiol/dissulfeto, com impacto na
regulacdo redox celular e essenciais para a sintese de DNA e crescimento neuronal.
(29)

Trx participa ativamente no processo de proliferagéo e diferenciacdo celular. O ciclo
celular é regulado por diversas proteinas, entre elas a Akt, pertencente a via de
sinalizacdo PTEN/PI3K/Akt. (Fig. 8). Trx1 ao reduzir residuos de cisteina do grupo
fosfatase homadloga a tensina (PTEN), inibe a sua atividade de fosfatase e forma-se
um dissulfeto Trx-PTEN. De seguida, ocorre ativacdo do Akt através de reagdo com o
dissulfeto - conhecido mediador de diferenciacéo e sobrevivéncia celular. (1,59)

Trx é ainda responsavel pela ligacdo de cisteinas oxidadas ao dominio de ligacdo ao
DNA. Como consequéncia ocorre um aumento da atividade transcricional do fator de

transcricdo do OCT4 — altamente associado ao processo de diferenciacéo (1,58,59).

A Trx regula igualmente a proteina mediadora de resposta a colapsina (CRMP 2), que
é responsavel pelo direcionamento e ramificacdes axonais assim como numero de
dendrites. Isto acontece devido ao perdxido de hidrogénio que é gerado nos cones em
crescimento, que oxida a CRMP2, sendo de seguida reduzida pela Trx. De seguida,
ocorre fosforilacdo do CRMP2, que culmina num colapso do cone de crescimento.(1)

5.4.2.2 Sistema glutarredoxina (GRXs)

A GRX2, faz parte da familia das tiorredoxinas. O sistema glutarredoxina, além dos
dissulfetos, € capaz de reduzir tidis glutationados. GRX 1 e 2 sdo capazes de interagir
com o SIRT1, um regulador major da célula. Tem ainda a capacidade de regular o
grupo tiol do CRMP2 através de uma inducdo de mudanca de conformacéo e como

tal, o regular o crescimento axonal. (2)
5.4.2.3 Sistema peroxirredoxina (PRX)

Existem seis Prxs divididas em trés classes mediante as suas caracteristicas
estruturais: tipico 2-Cys (Prx 1-4), atipico 2-Cys (Prx5) e 1-Cys (Prx6).
Peroxirredoxinas (Prxs) tém vindo a ser implicadas na manutengdo da stemness, uma

vez que 1) sdo um conjunto enzimas cuja funcdo principal € catalisar a eliminacao
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perdxido de hidrogénio (cuja eficiéncia é comparavel a GPx e catalase), funcionando
assim como sensor primario para a sinalizacdo da sua presenca e 2) a delecdo dos
genes correspondentes a Prx1 e Prx2 provoca um aumento aberrante dos niveis de
ROS e diferenciacdo prematura. A Prx ao reagir com as moléculas de perdxido de
hidrogénio, sofre oxidacdo do residuo tipico 2-Cys. Este residuo pode reagir com uma

segunda Prx, formando uma ponte dissulfeto sendo depois reduzido pela tiorredoxina.

Num modelo de NSCs, as Prxs controlam a progressdo temporal da diferenciagdo
neuronal. Durante a diferenciacdo neuronal, h& um aumento nos niveis de ROS e Prx2
e uma diminuicdo nos niveis de Prx1 (87). O aumento dos ROS resultam numa
fosforilacdo e consequente ativacdo de JNK, fundamental para o processo de

diferenciagéo. (87).

A expressdo de Prx1 estd relacionada com os niveis de Oct4, uma vez que o
silenciamento de Oct4 reduz os niveis de Prx1, mas ndo os niveis de Prx2 (87). A
oxidacdo de Oct4 leva a diminuicdo da atividade, enquanto a reducdo de Oct4 pela
tioredoxina aumenta sua atividade (56). A atividade de JNK pode ser regulada por
ROS ao modificar a interagdo entre JNK e a glutationa S-transferase p (GSTp). O
complexo formado entre estas proteinas inibe a atividade JNK (2). ROS promove a
formacdo de um dissulfeto entre Cys 47 e Cys 101 de GSTp, evitando a interacdo com
JNK e permitindo sua atividade (56). Assim, Prx1/2 contribui para a supressao de
JNK, reduzindo os niveis de ROS. Apo6s o estimulo de diferenciacdo, as NSCs
aumentam os niveis de ROS para ativar a cascata JNK, resultando em downregulation
de Oct4 que controla a expressdo de Prx1. Quando ocorre o estimulo de diferenciacéo,
Prx2 controla os niveis de ROS, suportando a ideia que o estado redox da célula é
determinante do destino da célula por controlar a funcdo de diferentes proteinas

envolvidas na processo de diferenciacéo (Fig. 3)
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Fig. 9 Inducdo da diferenciacdo neural através das PRX e JNK. Na auséncia de
ROS, JNK forma um complexo com a proteina GST. Quando os niveis de ROS
aumentam, GST ¢ oxidado. Assim formacdo de um complexo com JNK ¢€ inibida,
permitindo a sua ativacéo. Finalmente, a cascata JNK induz a perda de stemness
através da downregulation de Oct4 e induz a expressdo de genes neurais. GST,

glutationa S-transferase.

Adaptado de (1)

5.4.2.4 Sistema nucleorredoxina (NRX)

Nucleoredoxinas sdo oxidoredutases que tém um papel preponderante na
diferenciacdo neural. Mais concretamente, regulam a via de sinalizagdo WNT/ -

catenina, basilar para o processo de diferenciacdo. (60)

O inicio do processo é marcado por um desiquilibrio do conteddo de ROS. De
seguida, célcio ¢ libertado através de recetores IP3 tipo 1 do reticulo endoplasmatico,
entrando parte deste para o interior da mitocondria através de um uniporter. Esta
entrada, resulta num aumento transitorio de ROS, que reverte a ligagdo entre a Nrx e
DVL, com consequente ativagdo da via B-catenina, aumentando a transcri¢éo do gene

MAP2 e culminando na diferenciacdo celular. Em condicOes basais, a Nrx e e DVL
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formam um complexo que os inativa, impedindo a ativacdo da via. Contudo, na
presenca de perdxido de hidrogénio exdgeno ou ROS mitocondriais, esta ligagdo €
inibida e ocorre ativagdo da B-catenina por parte da DVL. Durante o processo de
diferenciacéo, ha um aumento transitério de Nrx de forma a controlar os niveis de

DVL livres, controlando assim, a ativacao da via -catenina. (60-62)

Growth factors
withdrawal

.y
Nl P-catenin

C
S Neuronal

differentiation

Fig. 10 Resumo da acdo das nucleorredoxinas na inducdo da diferenciacdo
neural. A diferenciacdo neural é induzida através da remocdo do fator de
crescimento que induz a libertacao de calcio do reticulo endoplasmatico através
de IP3. Uma parte do calcio entra na mitocondria através do uniporter
mitocondrial, induzindo a producdo de ROS. Os ROS mitocondriais ativam a B-
catenina dissociando o DVL e a nucleoredoxina (Nrx). Assim que o DVL ¢é

libertado, ativa a via da B-catenina, induzindo diferenciacdo neural Adaptado de

(1)

5.5 Oligodendrogénese

A diferenciacdo de NSCs em oligodendrdcitos é regulada pelos niveis de ROS. Ao
analisar NSCs obtidas da zona subventricular, o peréxido de hidrogénio induz

diferenciacdo ndo s6é da linhagem neuronal, como da glial, originando
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oligodendrocitos (1). Os niveis de ROS podem condicionar a diferenciacdo de uma
cultura de NSCs em oligodendrdcitos, sendo que quanto mais altos, maior a extensao
de diferenciacdo. De forma contréria, tratamento antioxidante resulta num decréscimo

da diferenciacéo celular.(1)
55.1 ERK1/2e CREB

Um conjunto de enzimas NOX sdo responsaveis pela regulacdo da diferenciacdo de
oligodendrdcitos. As NSCs cujos niveis de NOX3 e 5 séo baixos, comparativamente
as células controlo, geram um numero de células diferenciadas inferior(63). Estas
enzimas encontram-se ligadas uma vez que deplecdo de uma delas, resulta huma
reducdo de expressdo da outra. PKC € o indutor central de diferenciacdo e esta
presente de forma assidua: tanto a montante dos ROS (com a fosforilagdo e ativacéo
da subunidade p47phox e consequente producdo de ROS) como a jusante, ao ser
ativado por ROS, nomeadamente H20>(1,63,64). Desta forma, é gerado um feedback
positivo que induz uma fosforilacdo continua da cinase regulada por sinal extracelular
1 e 2 (ERK1/2) e a ativacao da proteina de ligacdo ao elemento de resposta ao CAMP
(CREB), resultando no aparecimento de marcadores de diferenciagdo MBP e Olig-2.
ERK1-2 e CREB controlam a diferenciacdo de oligodendrocitos tanto em estagios
iniciais como tardios, promovendo ainda crescimento da mielina no caso de serem
mielinizantes.(63,64). Além de entrarem na via de sinalizacdo propriamente dita, ROS
produzidos por enzimas NOX estabilizam os receptores de membrana envolvidos na

diferenciacdo de OLs, amplificando assim os sinais a jusante de PKC.

Existem muitos receptores de membrana que ativam NOXs, e ROS produzidos apds a
interagdo ligante-recetor, funcionam como moléculas de segundo mensageiro
mediando varios eventos celulares, sendo a diferenciacdo um deles. No entanto, até ao
momento ndo foi encontrado um recetor membranar que esteja envolvido na
sinalizacdo in vivo redox que leve a diferenciacdo em oligodendrdcitos, sendo

necessaria uma maior investigacdo neste ponto.(1,63)

PKC pode ainda ser fosforilado recorrendo ao acetato de miristato de forbol (PMA),

induzindo igualmente a diferenciacao.(63)
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Fig. 11 Esquema demonstrativo da via de transducdo de sinal do processo de
diferenciacéo de oligodendrdcitos. PKC é um indutor central que é ativado tanto
por ROS, como ativa a produgdo dos mesmos, resultando em feedback positivo e

em expressao de proteinas associadas a diferenciacéo. (63)

5.6 Neurogénese

Com o objetivo de compreender os mecanismos que influenciam a diferenciacdo
neuronal, foi observado um modelo celular que é passivel de reproduzir o processo de
diferenciacdo em NSCs: células PC12. Os niveis de BIII-tubulina e GAP-43 foram
medidos para avaliar o progresso — proteinas caracteristicas de neuronios. (66,67,68)

5.6.1 NGF

O fator de crescimento nervoso (NGF) é usado para induzir a diferenciacdo em células
PC12. Apoés a indugdo, os ROS atuam como mensageiro secundario ao regular as
principais vias de sinalizacdo. Estes s@o produzidos principalmente pela mitocondria,
mas também pela NOX, apdés ativacdo de Racl. (66,67) (Fig 11).

Nas células PC12, NGF comeca por provocar a autofosforilagdo do TrkA, resultando

na sua ativacgao e recrutamento de um conjunto de proteinas, as quais vai ativar: Shc,

36



fosforilando-a, e de seguida forma o complexo recetor TrkA-Shc-Grb2-Sos, que esta
ligado a via de sinalizacdo MAP cinase (MAPK), através de Ras (proteina G), e
PLCy, que esta ligado a PKC-Raf e que leva a ativagao da via de sinalizagdo Ras-Raf-
MEK1/2-ERK1/2, ambas com fosforilacéo final de ERK. A fosforilagdo continua de
ERK resulta no desenvolvimento de caracteristicas fenotipicas de neuronio
diferenciado. O recetor TrkA ativa igualmente a via de sinalizacdo PI3K-Akt,
incumbida da sobrevivéncia celular e de diferenciacéo (1,65,66) e, por fim, 0 aumento
do nivel de fatores de transcricio como AP-1, que induzem igualmente a
diferenciacéo celular. No seguimento da ativacdo do receptor TrkA, também decorre a
ativacdo das NOX, necessarias para a fosforilacdo de ERK1/2 através da inducéo da

ativacéo de PKC.

Inicialmente, NGF provoca a fosforilagdo de ERK1/2, contudo, a duracdo desta é
reduzida. Este pico priméario de fosforilagdo provoca um aumento na expressdo e
atividade de MnSOD, que por sua vez aumenta a conversdo de superdxido em
peroxido de hidrogénio que € indispensavel na inducdo de um segundo pico de
fosforilacdo de ERK1/2. Este segundo pico, de duracdo superior, é fundamental para o
processo de diferenciacdo (inibicdo do segundo pico com glutationa peroxidase inibe

totalmente a diferenciacéo) (67)

ROS gerado pelas NOX pode induzir a ativagdo de PKC, culminando na ativagdo de
ERK1/2. ROS também pode ativar Fyn e/ou Src, utilizando a via de sinalizagdo Jak2-
Shc-Grb2-Sos-Ras-Raf-MEK1/2-ERK1/2. NGF induz ndo s6 a producdo de ROS,

como de moléculas antioxidantes, cujo propoésito ainda ndo compreendido. (67)
5.6.2 Nrg

A neuregulina (Nrg) ativa o receptor ErbB-4, provocando a producdo de ROS que por
sua vez ativam a via de sinalizacdo Ras-Raf-MEK1/2-ERK1/2. A ativacdo de ERK e
Ras é dependente da presenca de ROS (53), e como tal, o processo de diferenciacdo
também o sera. A producdo de ROS ¢ regulada ativacdo de Ras, e esta Ultima é
regulada pela presenca de ROS, resultando num efeito de feedback positivo entre a
ativagdo de Ras e producdo ROS. A ativacdo sustentada de Erk1/2 por ROS induz a

diferenciacdo neuronal. (1)
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Fig. 12 Resumo das vias de sinalizacdo referentes a diferenciacéo neuronal (36)

5.7 Astrogliogénese

As reacOes de oxidacdo-reducdo podem modular a linhagem celular e ter impacto
directo sobre o seu futuro. O processo de diferenciacdo acaba por se iniciar atraves de
p53, que medeia o aumento do metabolismo aerébio mitocondrial (através da
atividade do seu fator de transcricdo nuclear) (64), da massa mitocondrial e
capacidade antioxidante, e por fim, regula os niveis de DNA mitocondrial (mtDNA)
danificado (ou oxidado) através do controlo dos niveis de ROS. A quantidade de
mtDNA oxidado depende tanto dos niveis de p53 como da sua localizacéo
mitocondrial. Assim, uma mudanca no estado redox com consequente aumento na
fracdo de mtDNA oxidado tem influéncia na linhagem celular — h4 uma preferéncia
pela astrogliogenese ao inves da neurogenese.(68) A sua reparagdo é efetuada pela 8-
oxoguanina DNA glicosilase (OGG1) que € igualmente importante para a
sobrevivéncia celular. A expressdao de OGG1 esta associada a neurogénese uma vez
gue na sua presenca a quantidade de mtDNA oxidado serd menor. Diminuicdo dos
niveis de OGG1 resulta em astrogliogénese com ativacdo da SIRT1 através do
aumento do balanco de espécies oxidadas face as reduzidas de NAD/NADH. (69)
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H& também um envolvimento da familia Bcl-2 na neurogénese e na astrogliogénese.
Esta familia esta tipicamente associada as vias apoptoticas mas cada vez mais é ligada
aos mecanismos de diferenciacdo. Este processo surge através do Bcl-xL, que
promove a neurogénese e regride a astrogliogénese. De forma contréria, a expressao
de Bax é coincidente com a astrogliogénese e a sua reducdo demonstrou ndo qualquer
efeito na neurogénese. Assim, a linhagem celular € escolhida consoante o balanco de

proteinas da familia Bcl-2 (Bcl-xL / Bax), como indicado na Fig 11.(64,70,71)
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 vmtDNAdamage | * T mtDNA damage

NEUROGENESIS : GLIOGENESIS

Fig. 13 Resumo de fatores preponderantes na diferenciacdo de NSCs em
astrécitos. A linhagem celular é escolhida consoante o balanco de proteinas da
familia Bcl-2 e de mtDNA oxidado. (64)
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6 Conclusoes

Foi estudada a forma como espécies reativas de oxigénio (ROS), tendencialmente
associadas a patologias degenerativas, ttm um verdadeiro impacto na sinalizacao
celular, ou seja, de que forma é que os ROS afetam as vias de transducdo de sinal,
fazendo com que a célula siga uma determinada linhagem. Para isso, recorri a

bibliografia disponivel.

A diferenciacdo de NSCs esta dependente de um conjunto vasto de mecanismos que,
entre todos, regulam o ambiente redox celular. O desajuste de um deles, podera levar

a morte celular ou seguimento de uma nova linhagem de diferenciacéo.

Como tal, € importante ampliar o estudo sobre os astrogliogénese e 0 seu processo de
diferenciacdo dependente de ROS, assim como investigar recetores membranares que
tenham impacto direto na diferenciacdo ao modular a homeostasia redox além dos
mencionados na monografia. Era igualmente interessante perceber qual a razéo pela
qual o NGF induz nédo s6 a producdo de ROS, como de moléculas antioxidantes cujo

propdsito ainda ndo foi compreendido.
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