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RESUMO

Barros, A. S. M. Efeitos da Interleucina-1f na plasticidade de neuronios
diferenciados da linhagem de neuroblastoma humano SH-SY5Y. 87 p. Dissertacdo
(Mestrado) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo,
Ribeir&o Preto, 2024.

A neuroinflamacédo é um processo inflamatorio que ocorre no Sistema Nervoso Central
(SNC) frente a estimulos agressivos. Embora envolva uma via protetiva, o efeito gerado
pode ser toxico, visto que a neuroinflamacéo envolve a ativacao de micréglias, o que pode
acarretar o aumento da liberacdo de uma série de compostos potencialmente neurotdxicos,
como a Interleucina-1p (IL-1B). Quando em niveis elevados e em quadros cronicos de
neuroinflamacdo, tal interleucina torna-se excitotoxica. Nesse sentido, o Sistema
Endocanabinoide (SECB) pode atuar como uma importante entidade neuroprotetora,
capaz de impedir ou atrasar a perda neuronial ocasionada pela IL-1B. Estudos anteriores
realizados em modelos animais demonstram que a IL-1B pode afetar componentes do
SECB e da neuroplasticidade, trazendo a tona a importancia de entender os efeitos desta
citocina em modelos celulares humanos. A partir disso, foram investigados os efeitos da
IL-1B (0.01, 0.1, 1, 10 ng/mL) na neuroplasticidade e nos componentes do SECB em
células da linhagem SH-SY5Y diferenciadas em um fenétipo neuronial maduro. Os dados
obtidos por meio da padronizacdo do protocolo de diferenciacdo das células SH-SY5Y
em neurdnios maduros revelou que a diferenciacdo celular de 8 dias com &acido retinoico
(AR, 10 pm) e com fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF, 50 ng/mL) ocasionou
mudanca morfoldgica, levando ao surgimento de um aspecto alongado dos neurénios e
grandes extensdes neuriticas. Além disso, o processo de diferenciacdo levou a uma maior
expressdo de PIII-tubulina, receptor D1 e Neuronal Nuclei (NeuN), assim como tornou
as células diferenciadas mais sensiveis ao estimulo inflamatdrio lipopolissacarideo (LPS,
1, 10, 20, 40, 80, 160, 320 e 640 pug/mL). As células diferenciadas ndo apresentaram
alteracdes na expressdo de N-metil D-aspartato (NMDARL1) e Tirosina Hidroxilase (TH).
Ainda, a exposicdo dos neurénios diferenciados a IL-1p ndo alterou a viabilidade celular.
Em células diferenciadas, apds aplicacédo de diferentes concentracfes de IL-1p, ndo houve
alteracdes na expressdo de Tirosina Quinase B (TrKB) total e um perfil de aumento foi
observado na expressao de sinaptofisina apds aplicacdo de 0.01, 1 e 10 ng/mL de IL-1p.

Além disso, as diferentes concentragdes de IL-1p ndo modificaram a expressao de BIII-



tubulina e a quantidade de células. Outrossim, houve reducdo no comprimento dos
neuritos primarios apos aplicagdo de 10 ng/mL de IL-1p3. Também foi verificado uma
reducdo na expressdo de actina apés aplicacdo de IL-1B (0.1 e 10 ng/mL) nas células.
Ademais, o tratamento com a IL-1 (1 e 10 ng/mL) levou a um aumento significativo na
expressao de receptor CB1, assim como 0.1 ng/mL da interleucina levou a uma reducgéo
na expressdo de receptor vaniloide de potencial transitorio tipo 1 (TRPV1). O tratamento
com 0.1, 1 e 10 ng/mL de IL-1B levou a redug@o na expressao de hidrolase amida de
acidos graxos (FAAH) e a aplicacdo de 0.01, 0.1 e 1 ng/mL da interleucina reduziu a
expressao de lipase monoacilglicerol (MAGL). Nossos resultados sugerem que as
concentragOes de IL-1B utilizadas podem estar acarretando um possivel mecanismo de
neuroprotecdo que envolve o SECB. Portanto, maiores investigagbes deverdo ser

realizadas para melhor entender os efeitos da IL-1p.

Palavras-chave: Neuroinflamacéo; Neuroplasticidade; Endocanabinoides; IL-1p.



ABSTRACT

Barros, A. S. M. Effects of Interleukin-1p on the plasticity of differentiated neurons
from the human neuroblastoma lineage SH-SY5Y. 87 p. Dissertation (Master's) -

Faculty of Medicine of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2024.

Neuroinflammation is an inflammatory process that occurs in the Central Nervous System
(CNS) when exposed to aggressive stimuli. Although it involves a protective pathway,
the effect generated can be toxic, since neuroinflammation involves the activation of
microglia, which can lead to increased release of a series of neurotoxic compounds, such
as Interleukin-1p (IL-1P). When at high levels and in chronic cases of neuroinflammation,
such interleukin becomes excitotoxic. In this sense, the Endocannabinoid System (ECS)
can act as an important neuroprotective entity, capable of preventing or delaying neuronal
loss caused by IL-1p. Previous studies carried out in animal models demonstrate that IL-
1B can affect components of the SECB and neuroplasticity, highlighting the importance
of understanding the effects of this cytokine in human cellular models. From this, the
effects of IL-1p (0.01, 0.1, 1, 10 ng/mL) on neuroplasticity and our SECB components in
cells of the SH-SY5Y lineage differentiated into a mature neuronal phenotype were
investigated. Data obtained through standardization of the differentiation protocol of SH-
SY5Y cells into mature neurons revealed that 8-day cell differentiation with retinoic acid
(RA, 10 pum) and brain-derived neurotrophic factor (BDNF, 50 ng/mL) caused
morphological changes, leading to the appearance of an elongated appearance of neurons
and large neuritic extensions. Furthermore, the differentiation process led to a greater
expression of BIII-tubulin, D1 receptor and Neuronal Nuclei (NeuN), as well as the
differentiated cells becoming more sensitive to an inflammatory stimulus
lipopolysaccharide (LPS, 1, 10, 20, 40, 80, 160, 320 and 640 pg/mL). The differentiated
cells did not show changes in the expression of N-methyl D-aspartate (NMDAR1) and
Tyrosine Hydroxylase (TH). Still, exposure of differentiated neurons to IL-1p did not
alter cellular choices. In differentiated cells, after application of different concentrations
of IL-1p, there were no changes in the expression of total Tyrosine Kinase B (TrKB) and
an increase profile was presented in the expression of synaptophysin after application of
0.01, 1 and 10 ng/mL of IL-1p. Furthermore, the different concentrations of IL-1f did not
modify the expression of BIII-tubulin and the number of cells. Furthermore, there was a

reduction in the length of primary neurites after application of 10 ng/mL of IL-15. A



reduction in actin expression was also observed after application of IL-1p (0.1 and 10
ng/mL) to the cells. Furthermore, treatment with IL-1B (1 and 10 ng/mL) led to a
significant increase in the expression of the CB1 receptor, just as 0.1 ng/mL of interleukin
led to a reduction in the expression of the potential vanilloid receptor transient type 1
(TRPV1). Treatment with 0.1, 1 and 10 ng/mL of IL-1P led to a reduction in the
expression of fatty acid amide hydrolase (FAAH) and the application of 0.01, 0.1 and 1
ng/mL of interleukin prevented the expression of monoacylglycerol lipase (MAGL). Our
results suggest that the IL-1B concentrations used may be affecting a possible
neuroprotection mechanism involving SECB. Therefore, further investigations should be

carried out to better understand the effects of IL-1p.

Keywords: Neuroinflammation; Neuroplasticity; Endocannabinoids; IL-1p.
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1. INTRODUCAO

1.1 Neuroinflamacéao: aspectos gerais

A neuroinflamacéo consiste em um processo de defesa imunoldgica que ocorre no
Sistema Nervoso Central (SNC), especificamente no cérebro e medula, em resposta a
diversos estimulos agressivos, tais como infeccdes, lesdes e doencas neurodegenerativas®.
No entanto, apesar da tentativa de fornecer protecéo e beneficios, uma reacédo inflamatoria
prolongada e exacerbada pode resultar em danos nos tecidos e contribuir para o
desenvolvimento de patologias?.

O processo de neuroinflamacgdo envolve a ativacdo de células gliais, como as
microglias, que sdo células imunes residentes do SNC3. Em um contexto de homeostase,
as microglias geralmente se apresentam no estado ramificado e contribuem para a
estabilidade do SNC, visto que tais células cooperam para a sobrevivéncia neuronial e
sinaptogénese por meio da liberacdo de fatores anti-inflamatorios e neurotréficos, como
o Fator de Crescimento Nervoso (Nerve Growth Factor-NGF)*°. Além disso, as
microglias também estdo envolvidas na “poda sinaptica”, eliminando sinapses defeituosas
do nervo lesionado para promover o restabelecimento de circuitos neurais maduros e
eficientes® 8,

Quando ativadas, as micrdglias geralmente se transformam em células ameboides
reativas, caracterizadas pela rapida producdo e secrecdo de um amplo espectro de
citocinas e outros mediadores imunoldgicos em resposta ao insulto®. A liberagio
acentuada dessas citocinas pré-inflamatérias, assim como a liberacdo de outros
mediadores inflamatorios, como espécies reativas de oxigénio, pode levar a
comprometimento neuroplastico e morte neuronial®®.

A vista disso, a neuroinflamacio aparece como um pilar em vérias doencas
neurodegenerativas e transtornos de humor. A exemplo, estudos demonstram que a
neuroinflamacdo cronica associada a Doenca de Alzheimer (DA) impulsiona a perda
sinaptica/neuronial progressiva e o declinio cognitivo observado na doenga, visto que o
acumulo anormal de proteinas no cérebro leva a ativagdo microglial't, o que
consequentemente provoca a expressao de varias citocinas inflamatérias que ocasionam
deterioracdo ou morte neuronial'?. Nesse sentido, identificou-se que niveis elevados de
citocinas inflamatdrias no cérebro de um modelo murino de DA provocou a exacerbagéo
da expressdo de proteinas B-amiloide'®. No que se refere a Doenca de Parkinson (DP)

verificou-se que o uso de um inibidor do Fator Nuclear de Transcricdo Kappa B (Nuclear
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Factor Kappa B/ NF-kB) reduziu a ativacdo microglial e os niveis de mediadores
inflamatoérios no hipocampo de um modelo murino de DP, além de reduzir disfungdes
motoras avaliadas pelo Teste da Barra Rotatival*. O NF-kB é um elemento chave para o
desenvolvimento de neuroinflamacao cronica, visto que sua atividade em microglias leva
a uma maior liberac3o de citocinas pro-inflamatoriast®.

Com relagdo a depressdo, estudos clinicos indicam uma relacéo bidirecional entre
neuroinflamacédo e o desenvolvimento da doenca, haja vista que a mesma pode induzir
processos neuroinflamatorios e a neuroinflamacdo pode provocar episédios
depressivost®. Ja foi exposto que pacientes com transtornos depressivos apresentam
niveis elevados de citocinas pro-inflamatdrias no sangue em comparagdo com 0S
controles correspondentest’. Em modelos animais, foi observado que camundongos com
comportamentos depressivos possuiam transcricdo elevada de genes pro-inflamatérios
nos tecidos do hipocampo®®, assim como foi observado que a inativacio microglial por
meio do uso de minociclina levou a reducéo da neuroinflamacéo e atenuou a anedonia em
um modelo murino de depresséo®®.

Nessa perspectiva, sugere-se que a ativacao microglial e a subsequente liberacéo
exacerbada de citocinas pré-inflamatorias podem estar relacionadas ao desenvolvimento
de inimeras doencas neuroldgicas. Nesse sentido, julga-se relevante entender como a IL-
1B pode afetar os neurdnios saudaveis, ja que a mesma ¢ uma das principais citocinas
envolvidas em processos de plasticidade sinaptica?®, assim como também é um elemento

relevante liberado no contexto da neuroinflamag&o?..

1.2 Interleucina-1p

A Interleucina-1p (IL-1p) faz parte da familia de citocinas IL-1, que possui uma
infinidade de atividades bioldgicas na imunidade e na inflamagdo??. Embora geralmente
proteja 0 hospedeiro durante a infeccdo, a sinalizacdo elevada de IL-1f impulsiona a
patogénese de varias doencas inflamatdrias?®. Este cenario ocorre porque a interleucina
em questdo induz a producéo de potentes moléculas inflamatdrias no sistema periférico,
tais como prostaglandinas, leucotrienos, fatores de ativagdo de plaquetas e outras
citocinas?,

Em condigdes ndo patologicas, a IL-1B atua em fungdes vitais do SNC, como
mecanismos moleculares de plasticidade cerebral e em complexos processos afetivos,

motivacionais e cognitivos?®?®. Assim sendo, estudos observaram que existe influéncia
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da IL-1B (10 ng/mL) na diferenciacio neuronial de células corticais imaturas®’. Além
disso, ha evidéncias da contribuicdo da IL-1p (0.1, 1 e 10 ng/mL) na migracdo de
neuronios corticais durante o desenvolvimento cerebral de forma concentragéo-
dependente?®,

No SNC, a producdo de IL-1B em micrdglias inicia com o reconhecimento de
Padroes Moleculares Associados a Patogenos (PAMPsS) e Padrdes Moleculares
Associados a Danos (DAMPs). Os PAMPs e DAMPs se ligam aos receptores Toll-Like
(TLRs) na superficie celular e induzem a atividade do Fator Nuclear de Transcricao
Kappa B (NF-xB), que é translocado para o nlcleo?. Este fator, por sua vez, contribui
para a expressdo de pré-IL-1pB, assim como contribui para a expressdo do receptor NLRP3
(NOD-Like Receptor Protein 3), da proteina adaptadora ASC (Apoptosis-associated
Speck-like protein Containing a CARD domain) e da enzima pré-caspase 1%,

Para que ocorra a oligomerizacdo desses componentes supracitados, é necessario
um segundo sinal, como a ativagao do receptor P2X7 (Receptor Purinérgico 2 do tipo X7)
por meio de ATP (Adenosina Trifosfato)3l. Apds essa ativacio, ocorre efluxo de potassio,
0 que acarreta interacdo entre 0 NLRP3 e ASC, que por conseguinte recruta a pro-caspase
1, formando o inflamassoma NLRP3. Em sequéncia, a pro-caspase 1 € ativada em caspase
1, que catalisa o processo de transformacéo da pré-IL-1B em IL-1B, que enfim ¢ liberada
para 0 meio extracelular diretamente pela membrana plasmatica ou por meio de vesiculas
(Figura 1)%.
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Figura 1. Producdo de IL-1pB em micréglias. Adaptado de Place, 2018. Feito no Mind the graph. PAMPS-
Padrbes Moleculares Associados a Patdgenos; DAMPS- Padrdes Moleculares Associados a Danos; TLR-
Toll Like Receptor; NFkB- Fator nuclear de transcricdo kappa B; NLRP3- NOD-like receptor Protein 3;
ASC- apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD domain; P2X7- receptor purinérgico 2
do tipo X7; ATP- Adenosina Trifosfato. Autoria prépria.

Apos liberagdo, a IL-1B pode influenciar a fung¢@o neural através do seu receptor
IL-1R, que € expresso de forma proeminente nos neur6nios do giro denteado localizados
no hipocampo®. O estimulo de IL-1R determina a ativacio da proteina acessoria do
receptor IL-1 (IL- 1RACP), que serve como co-receptor necessario para a transducao de
sinal dos complexos IL-1B/IL-1R*. Esse co-receptor também é necessario para a ativacao
de IL-1R por outras citocinas pertencentes a familia IL-1%°. Deste modo, o complexo
trimérico IL-1B/IL-1R/IL-1RACP gera fosforilacdo de moléculas no interior do neurénio
e interfere em varias vias de sinalizacéo, o que pode culminar em dano neuronial®.

Em culturas primarias de neurdnios hipocampais, a aplicacéo de IL-1p (50 ng/mL)
aumentou a expressdo de IL-1R e de IL-1RAcP, situacdo que potencializou a
responsividade dos neurdnios a IL-1B, com subsequente supressdo da sinalizacdo de
fatores neurotréficos, como o BDNF®’. Neste sentido, um crescente corpo de evidéncias
indica que a plasticidade sinéptica, aprendizagem e memoria sdo vulnerdveis ao
desbalanco na liberacio de IL-18%3, Estudos indicam que essa interleucina (3 ng/ml)
pode reduzir a expressao de proteinas envolvidas na formacao de sinapses, como PSD-95
(Postsynaptic Density Protein-95) e sinaptofisinas, em uma cultura priméaria de neurdnios
corticais de rato®. Também foi observado no mesmo tipo celular que a aplicagio de IL-
1B (10 ng/mL) pode prejudicar a sinalizacdo desencadeada pela ligagdo do BDNF ao seu
receptor Tirosina Quinase B (TrKB)*.

Tais efeitos supracitados podem ser responsaveis pela reducdo na formacéo de
prolongamentos neuriticos apds o tratamento com uma concentracdo neurotoxica de IL-
1B (50 ng/mL) em uma cultura organotipica de neurdnios hipocampais®?. A presenca e
conservacdo desses prolongamentos é vital para a manutencdo do LTP (Long-term
Potentiation), que consiste em um aumento duradouro na eficacia sinaptica fundamental
para o processo de aprendizagem e formacdo de memaria*®. Ademais, verificou-se que
uma alta concentragdo de IL-1p (50 ng/mL) é capaz de bloquear a indugdo de LTP
hipocampal em uma cultura primaria de ratos e camundongos**.

Levando em conta o prejuizo que a IL-1p pode acarretar na fung¢do neuronial,
alguns estudos demonstram a relagdo dessa citocina com diversas doengas neuroldgicas.

Nesse sentido, ha evidéncias de altos niveis de IL-1p no cérebro de pacientes com DA*46,
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Também ja foi observado uma elevada expresséo de IL-1p em cérebros post-mortem e
liquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com Doenca de Parkinson, o que culminou
no prejuizo do desempenho de neurdnios dopaminérgicos*’. Ademais, niveis
significativamente elevados de IL-1B foram detectados no soro de pacientes com
Transtorno Bipolar durante episodios maniacos®®. Além disso, a reducio do volume da
substancia cinzenta cortical observada em cérebros post-mortem de pacientes com
esquizofrenia foi associada a uma maior expresséo de mRNAs de citocinas pro
inflamatorias, em especial a I1L-1B.

Altas doses de citocinas, em especial a IL-1pB, geram descontrole na liberagdo e
nos niveis de neurotransmissores no SNC, o que pode acarretar excitotoxicidade e
hiperexcitacdo®. O deshalanco na liberagdo de neurotransmissores esta associado a
inimeras disfungdes neurais®, visto que investigacdes relatam niveis aumentados de
glutamato no LCR de pacientes esquizofrénicos, ndo tratados, durante seus primeiros
episodios de psicose®2. No mesmo sentido, o deshalango nos niveis de GABA e Glutamato
mostrou-se uma causa basica de convulsdes e epilepsias, uma vez que a microdialise foi
capaz de revelar a ocorréncia de um aumento neurotoxico na liberacdo desse
neurotransmissor no hipocampo de pacientes epiléticos durante episodios de convuls&o®.

Nessa perspectiva, evidéncias indicam que o Sistema Endocanabinoide (SECB)
oferece uma fungdo neuroprotetora, capaz de impedir e/ou atrasar o dano neuronial
ocasionado pela IL-1p, visto que este sistema esta ligado a modulag@o da plasticidade

sinaptica e a redugdo da excitotoxicidade®.

1.3 Sistema Endocanabinoide

O SECB compreende 0s receptores canabinoides, os endocanabinoides, as
enzimas envolvidas no seu metabolismo e o seu transportador de membrana, além de todo
0 aparato bioquimico responsavel por sintetizar essas substancias e finalizar suas acoes®>.
No SNC, a ativacdo dos receptores canabinoides leva a uma comunicacéo efetiva entre
0s neurdnios, resultando na interferéncia em varias vias de sinalizacao e caracterizando o
SECB como um sistema modulatério que atua na manutencdo da homeostase sinaptica®®.

A neuromodulagdo exercida pelo SECB depende da presenca principalmente de
dois endocanabinoides (ECBs): Anandamida (AEA) e o 2-araquidonoilglicerol (2-AG).
Ambos sdo mensageiros lipidicos derivados de componentes de membranas celulares e

sintetizados sob demanda, sem armazenamento em vesiculas®’. A sintese de ECBs ocorre
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nos neurbnios poés-sinapticos como resposta a liberacdo de neurotransmissores
provenientes de neurdnios pré-sinapticos®®. O subsequente influxo de calcio ocasionado
por esses neurotransmissores leva a ativacdo de fosfolipases na regido pos-sinéptica, que
convertem os fosfolipideos de membrana em ECBs*°. Nesse sentido, a NAPE-PLD (N-
acilfosfatidiletanolamina Fosfolipase D) atua na producdo de AEA e o DAGL
(Diacilglicerol lipase) na sintese de 2-AG®.

Ap0s sintese e liberacdo, os ECBs ativam, por exemplo, receptores do tipo CB1
(CB1r) que estdo localizados predominantemente nos neurdnios pré-sinapticos®®. Os
CB1r estdo entre os receptores acoplados a proteina G mais abundantes do SNC e a sua
ativacdo resulta em inibicdo da Adenilato Ciclase e diminuicdo dos niveis de AMPc
(Adenosina 3',5-Monofosfato Ciclico)®2. Consequentemente, a ativacio de CB1r gera
inibicdo dos canais de Ca?* dependentes de voltagem do tipo N e P/Q e estimulacio de
canais de K*, o que diminui o influxo de Ca?* e aumenta o efluxo de K* nos terminais
axonicos do neurdnio pré-sinaptico®. Esse processo gera hiperpolarizagdo neuronial e
diminuicdo da liberagdo de neurotransmissores na fenda sinaptica, caracterizando a

modulac&o que controla os niveis, por exemplo, de GABA e glutamato® (Figura 2).
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Figura 2. Sistema Endocanabinoide no SNC. Adaptado de Sallaberry, 2018. Feito no Mind the graph.
GABA- &cido gama-aminobutirico; CB1r- receptor CB1; TRPV1- Receptor Vaniloide de Potencial
Transitdrio tipo 1; 2-AG- 2-araquidonoilglicerol; AEA- anandamida; MAGL- Lipase Monoacilglicerol;
FAAH- Hidrolase Amida de Acidos Graxos. Autoria propria.

A ativacdo de CB1r promove, em geral, a neurogénese, contribuindo assim para o
manejo da plasticidade sinaptica®. A neuroplasticidade ¢ descrita como a capacidade do
SNC de reorganizar sua estrutura, funcdo e conexdes®, e nesse quesito, o Fator
Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF) se destaca ao induzir a ramificagdo neuronial
e a formac&o de dendritos por meio da ativacdo do Receptor Tirosina Quinase B (TrKB)®’.
A delecdo genética do CB1r mostrou promover uma diminui¢éo na expressao do BDNF
no hipocampo de camundongos®, enquanto que a inducdo da expressdo de BDNF
contribuiu para o efeito protetor do CB1r contra a excitotoxicidade induzida por &cido
cainico em fatias do hipocampo de animais®. Ademais, experimentos com WIN55,212-
2, agonista de CB1r/CB2r, mostraram que houve neuroprotecdo contra a excitotoxicidade
glutamatérgica em fatias de cérebro de ratos privados de oxigénio e glicose’.

Além do CBL1r, outro importante receptor do SECB é receptor CB2 (CB2r), sendo
este também acoplado a uma proteina G'*. Os CB2r estéo localizados principalmente no
sistema imune periférico, apesar de também estarem expressos nas micrdglias’. A
presenca de CB2r em microglias esta envolvida no manejo da secrecao de citocinas pro-
inflamatorias e no controle da capacidade fagocitica da célula, principalmente em um
contexto neuroinflamatdrio”.

No SNC, alguns ECBs também podem se acoplar a outros receptores além do CB1
e CB2, como por exemplo, ao Receptor Vaniloide de Potencial Transitério tipo 1
(TRPV1). Este receptor idnico é expresso principalmente, mas ndo exclusivamente, nos
terminais nervosos pos-sinapticos e pode ser ativado por ligantes lipidicos endégenos,
como a AEA’™. Apoés ativacdo deste receptor, ocorre aumento do influxo de Ca?* nos
neurdnios pos-sinapticos, o que leva ao aumento da liberacdo de neurotransmissores,
especialmente de glutamato, levando a crer que a ativacdo de CB1r e de TRPV1 exergam
efeitos opostos”.

Evidéncias crescentes sugerem que 0 TRPV1 pode mediar uma variedade de vias
de reatividade glial e liberacdo de citocinas envolvidas na transmissdo sinaptica e
plasticidade’®, haja vista que o uso de um antagonista de TRPV1 reduziu a producéo de
IL-1B e estimulou a neurogénese no hipocampo de ratos idosos’’.

Outros importantes componentes do SECB sdo as enzimas metabolizadoras de

ECBs. Tanto AEA e 2-AG séo substratos para as enzimas Hidrolase Amida de Acidos
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Graxos (FAAH) e Lipase Monoacilglicerol (MAGL), respectivamente’®. Estudos
indicam que os mecanismos envolvidos na atividade de FAAH/MAGL regulam a
plasticidade sinaptica e neural, tendo em vista que o tratamento com inibidores dessas
enzimas leva ao aumento dos niveis de BDNF e reduzem os niveis de citocinas pro-
inflamatdrias no cérebro de roedores’. Evidéncias da literatura mostram que a inibicéo
da FAAH é capaz de atenuar, por exemplo, comportamento tipo depressivo induzido em
um modelo murino de dor neuropatica, sendo que tais efeitos foram associados a melhoras

nos parametros de plasticidade, como neurogénese hipocampal®.

1.4 Relacéo entre o Sistema Endocanabinoide e a IL-1p

Estudos que relacionam o SECB e a IL-1p demonstram que a intera¢do entre esses
dois sistemas € bidirecional, visto que a ativacdo de receptores canabinoides, como o
CB1r, suprime as respostas inflamatdrias através da atenuacdo de mediadores pro-
inflamatérios como a IL-1p, uma vez que verificou-se aumento na expressao de IL-1Ra
(antagonista endégeno do receptor de IL-1) em uma cultura de neurdnios corticais e
células gliais priméarias de camundongos®. Outro estudo apresenta que o uso de um
agonista de receptores canabinoides, 0 WIN55,212-2, inibe a ativacdo de genes pro-
inflamatorios induzidos pela aplicacdo de IL-1B (10 ng/mL) em uma cultura de astrocitos
primarios humanos®, sugerindo que a manipulagdo do SECB pode ser uma estratégia
promissora para interromper vias inflamatorias no SNC.

Por outro lado, estudos demonstram que a IL-1p (30 ng/mL) possui ag&o inibitoria
sobre os CB1r que controlam a liberacdo de glutamato no corpo estriado de
camundongos®®. Ademais, foi observado que Unica injecéo intracerebroventricular de IL-
1B (1,0 png/kg) causou ansiedade em camundongos e anulou a sensibilidade de CB1r que
controlam as sinapses GABA no corpo estriado®. Outrossim, pesquisas enfatizam que
essa citocina (30 ng/mL) interfere em sinapses glutamatérgicas em fatias de cérebro de
camundongos, ocasionando uma hiperexcitabilidade que é facilitada pelo TRPV18,

Considerando as evidéncias cientificas encontradas em estudos envolvendo
diferentes modelos animais de que a IL-1p pode afetar a plasticidade neural e o SECB,
existe uma necessidade de estudos voltados a entender os efeitos dessa citocina em
modelos celulares humanos, particularmente em mecanismos de plasticidade, incluindo
alteracdes do SECB.
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1.5 SH-SY5Y como modelo in vitro para o estudo dos efeitos da Interleucina-1p
no Sistema Endocanabinoide

As evidéncias de que a IL-1P pode afetar a plasticidade neural e o SECB em
diferentes modelos animais levanta a questdo de como essa citocina pode afetar modelos
celulares humanos. No entanto, neurénios humanos para estudos relacionados a
neuroinflamac&o ndo séo de facil acesso e, por isso, celulas imortalizadas sdo utilizadas
como alternativa na pesquisa basica®. Nesse sentido, a linhagem celular SH-SY5Y,
imortalizada e proliferativa, &€ uma alternativa amplamente estabelecida para estudos em
neurociéncia®’.

Em comparacdo com neurdnios primarios, o uso dessa linhagem oferece
vantagens, como a capacidade de expansdo em larga escala. Além disso, como sao
consideradas uma linhagem celular, nio ha preocupacdes éticas associadas®. Ademais,
uma vez que as celulas SH-SY5Y séo derivadas de humanos, elas expressam varias
proteinas especificas de humanos e isoformas de proteinas que néo estariam presentes em
culturas primarias de roedores®®. No estado proliferativo, tais células apresentam
caracteristicas de neurdnios catecolaminérgicos, além de possuirem marcadores
moleculares de neurbnios imaturos, corpos celulares ndo polarizados e poucos
prolongamentos neuriticos, geralmente curtos, apresentando também caracteristicas
tumorais®. Dessa forma, apesar de muitas vezes serem utilizadas no estado proliferativo,
uma cultura de células SH-SY5Y pode ser diferenciada para perder caracteristicas
tumorais®>*? e apresentar fenétipo neuronial maduro.

Existem varios métodos para induzir a diferenciagdo das células SH-SY5Y, sendo
que um dos protocolos mais comuns e bem estabelecidos consiste no uso de acido
Retinoico (AR) adicionado ao meio de cultivo associado ao baixo teor de soro fetal
bovino (SFB). O AR atua inibindo a proliferacéo celular, sincronizando o ciclo celular
na fase GO e induz o fen6tipo de neurdnio colinérgico®®. No entanto, células diferenciadas
apenas com AR podem desenvolver apenas parcialmente caracteristicas de neurénios
maduros®®>%°, Sendo assim, a combinacdo de AR com fatores neurotroficos, como o
BDNF, desempenha um papel crucial na diferenciacdo de células SH-SY5Y em neurdnios
maduros. As ceélulas diferenciadas com AR e BDNF exibem, de forma acentuada,
caracteristicas sinapticas e transporte funcional de vesiculas axonais, além de
expressarem acentuadamente proteinas especificas do sistema nervoso, como NeuN

(Neuronal Nuclei), BIlI-tubulina e sinaptofisina®®:%.
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As células SH-SY5Y no estado proliferativo, ndo diferenciado, também
expressam componentes do SECB, sendo que a expressao dos integrantes desse sistema
ja foi demonstrada a nivel transcricional, translacional e funcional®’. Analises feitas por
Western Blotting, qRT-PCR (Quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction) e imunofluorescéncia demonstram a presenca dos principais elementos do
SECB nessas células, incluindo CB1r, TRPV1, NAPE-PLD, FAAH, DAGL e MAGLY'.
Ademais, ensaios bioquimicos foram realizados para demonstrar a funcionalidade desses
componentes, ratificando que as enzimas e receptores detectados eram todos funcionais®’.

Nessa perspectiva, o presente estudo utilizou neurdnios diferenciados com AR e
BDNF a partir da linhagem celular SH-SY5Y, para averiguar os efeitos da IL-1B em

componentes neuroplasticos e do SECB em um modelo in vitro humano.
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2 HIPOTESE

Levando em conta os diversos estudos que demonstram que a IL-1B pode
prejudicar o SECB em animais e, portanto, afetar o efeito protetor desse sistema, a
hipotese deste trabalho é que a aplicagdo de IL-1B poderia afetar negativamente a
expressao do CB1r e facilitar a via do TRPV1 em células SH-SY5Y diferenciadas em um
fenotipo neuronial maduro. Ao beneficiar o TRPV1, a IL-1p ird afetar outros

componentes do SECB, influenciando na neuroplasticidade e na morfologia neuronial.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o perfil de neurdnios maduros obtidos apds processo de diferenciacdo da
linhagem celular de neuroblastoma SH-SY5Y e, entdo, avaliar os efeitos da IL-1 em
componentes do SECB e na neuroplasticidade dos neurénios diferenciados.

3.2 Objetivos especificos

Diferenciar neurénios da linhagem SH-SY5Y em um fendtipo maduro utilizando

acido retinoico e BDNF;

o Avaliar a viabilidade celular dos neurénios diferenciados, ap0s 24 horas da
exposicdo a IL-1;

o Avaliar a expressdo de componentes do SECB (CB1r, FAAH, MAGL e TRPV1)
nos neurdnios diferenciados, apds 24 horas de exposi¢do a IL-1p;

o Avaliar mecanismos de plasticidade sinaptica, por meio da quantificacdo de
proteinas relacionadas a sinaptogénese (sinaptofisina e TrKB), nos neur6nios
diferenciados, ap6s 24 horas da exposi¢do a IL-1p;

o Verificar possiveis alteracbes na morfologia de prolongamentos neuriticos dos

neurdnios diferenciados, apds 24 horas da exposicao a IL-1p.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Drogas

Neste estudo utilizou-se a Interleucina-1 recombinante humana (IL-1f, NIBSC-
UK, #86/680) solubilizada em &gua ultrapura; o lipopolissacarideo (LPS) de E. coli
(Sigma, #L.2630) solubilizado em tampdo de fosfato de sédio (PBS- 0,1M; pH 7,4); o
acido retinoico (AR, abcam, #ab120728) solubilizado em etanol anidro; e 0 BDNF

(Brain Derived Neural Factor, Sigma, #SRP3014) solubilizado em agua ultrapura.

4.2 Cultura de neurdnios da linhagem SH-SY5Y e diferenciacdo celular em

fenotipo maduro

As células SH-SY5Y foram cultivadas em garrafas de cultura estéreis (75 cm?,
Corning) com o meio de cultivo Dulbecco's Modified Eagle's (DMEM) High Glucose
(Sigma, #12800-017), suplementado com 100 U/L de penicilina e 0,1 g/L de
estreptomicina (Gibco, #15140-122) e 10 % (v/v) de soro fetal bovino (SFB) inativado
por temperatura (Gibco, #12657-029). Esta composi¢do de meio sera citada daqui em
diante como “DMEM completo”. As células foram mantidas a 37°C, com 5% de COy,
em incubadora (Thermo Scientific Heracell Vios 160i).

O meio DMEM completo foi trocado a cada 2 dias e ap6s atingir 80% de
confluéncia, as células foram incubadas com 3 mL de tripsina-EDTA (0,25%) com fenol
red (Gibco, #T4549), por 3 minutos a 37°C. Em seguida, adicionaram-se 4 mL de DMEM
completo, para neutralizacdo a acdo da tripsina e, apos isto, foram centrifugadas por 4
minutos a 1.000 rpm. Descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o precipitado em 2
mL de DMEM completo. A suspenséo celular obtida foi quantificada por contagem em
camara de Neubauer, utilizando-se Trypan blue (Sigma, #RNBJ6948), conforme descrito
por estudos correlatados®. Diluiu-se a suspensdo em solugdo 0,4% de Trypan blue (m/v)
na propor¢do 1:1 e contou-se as células viaveis, isto é, aquelas que ndo adquirem
coloragéo azul, obtendo-se assim o volume da suspenséo a ser plagueado por po¢o em
placas de 6, 24 ou 96 poc¢os. Em seguida, a placa foi incubada por 24 horas para adesédo
das celulas.

Apbs plaqueamento e adesdo, a cultura celular foi diferenciada (figura 3) para a
aquisicdo de um fenotipo neuronial maduro conforme metodologia previamente descrita
por estudos correlatados®®®%°, Para tanto, utilizou-se meio DMEM High Glucose

suplementado com 100 U/L de penicilina, 0,1 g/L de estreptomicina, 0,5% de SFB (v/v)
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e 10 uM A&cido retinoico (AR), sendo este meio aplicado no 1° e 3° dia do processo de
diferenciacdo. No 5° e 7° dia do processo de diferenciacéo, retirou-se o0 meio e adicionou-

se novo meio DMEM suplementado com 10 pM de écido retinoico e 50 ng/mL de BDNF.

1° dia 3°dia 5° dia 7° dia 9° dia 10° dia

Plaqueamento 1* troca de 2* troca de 3* troca de 4% troca de Tratamento Anadlises
de células meio (0.5 % meio (0.5 % meio (0,5 % meio (0,5 % mortologicas
SFB + 10 SFB + 10 SFB+10uM  SFB+ 10 pM e moleculares
uM AR) uM AR) AR + 50 AR + 50
ng/mL ng/mL
BDNF) BDNF)

Figura 3. Delineamento experimental referente a diferenciacéo de neurdnios da linhagem SH-SY5Y com
AR e BDNF por 8 dias. AR: &cido retinoico; BDNF: fator neurotréfico derivado do cérebro.

4.3 Analise da diferenciacdo de células SH-SY5Y em neurénios maduros

Acompanhou-se a mudanca fenotipica induzida pelo protocolo de diferenciacéo
de células SH-SY5Y com AR e BDNF, comparando os niveis de expressdo de proteinas
marcadoras neuronais por Western Blotting (item 4.6). Além disso, foi verificado por
meio de microscopia de campo claro (Primo Vert, Zeiss) se o protocolo de diferenciacao
poderia induzir mudanca morfoldgica nas células. Também foi averiguado por meio de
ensaio de viabilidade celular (item 4.5) se a aplicacdo de tal protocolo poderia induzir
maior sensibilidade nas células SH-SY5Y e reduzir a resisténcia celular, que é
caracteristica do fendtipo cancerigeno.

4.4 Tratamentos

Apbs diferenciacdo, as células foram tratadas (na auséncia de BDNF e AR), por
24 horas, com IL-1, junto ao meio de cultura, nas concentragdes 0.01, 0.1, 1 e 10 ng/mL.
As concentragbes de IL-1p utilizadas s&o consistentes com a literatura
relevante®%101.102103  para determinados experimentos, as células foram tratadas com
LPS nas concentragdes de 1, 10, 20, 40, 80, 160, 320 e 640 pg/mL por 24 horas.

4.5 Ensaio de Viabilidade Celular

Para avaliar a viabilidade celular dos neurdnios apds os tratamentos previamente

descritos foi empregado o método colorimétrico de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il) 2,5-Difenil
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Brometo de Tetrazoilium (MTT, abcam #ab146345). O principio do ensaio é baseado na
reducdo do MTT, um sal de tetrazélio amarelo, por meio da atividade metabdlica celular.
Essa reducdo origina cristais de formazan de cor roxa/azul e, portanto, quando ha
comprometimento na atividade metabolica das células, é observado uma redugdo na
formacao dessa coloracio'® Cerca de 5 x 10° células foram semeadas por poco, na placa
de 96 pocos (Costar, #3596), juntamente com 100 pL de meio de cultura. Apds
diferenciacéo celular (item 4.2) e tratamento (item 4.4), cada pogo da placa recebeu 10%
de MTT (0,5 mg/mL) e a mesma foi incubada em estufa (5% de COz e 37°C) por 4 horas.
Por fim, o sobrenadante dos pocos foi substituido por 100 pL/po¢o de Dimetilsulfoxido
(DMSO) para suspensao dos cristais de formazan e a absorbancia das amostras foi medida
através de um espectrofotometro a 540 nm!%®. Calculou-se a viabilidade relativa a
condicdo controle (100%), em que as células SH-SY5Y foram expostas apenas a meio de

cultura.

4.6 Western Blotting

O Western Blotting (WB) foi realizado para quantificacdo do nivel proteico das
amostras apds os tratamentos. Para este ensaio, 1,4x10° células foram semeadas por pogo
na placa de 6 pocos (Nest, #1028b), juntamente com 1 mL de meio por pogo. As placas
foram mantidas em estufa tmida & 37°C e 5% de CO». Ap6s diferenciagéo celular (item
4.2) e tratamento (item 4.4), o meio de cultura foi completamente retirado e as células
foram brevemente lavadas com PBS gelado. A seguir, foi realizado a lise celular com
aplicacdo de tampéo de lise, que continha tampédo RIPA (Sigma #SLBT1336), 10 % de
inibidor de protease (Sigma #P2714), 1% de inibidor de fosfatase (Sigma #P0044) e
2mM de ortovanadato de sddio, associado a extracdo com auxilio de cell scraper. As
amostras obtidas foram centrifugadas a 16.000G por 20 minutos a 4°C, afim de se coletar
0 sobrenadante rico em proteinas. As proteinas citoplasmaticas presentes no

sobrenadante foram quantificadas pelo método de Bradford.

Posteriormente, as amostras foram diluidas em agua milli-Q, e a elas adicionou-
se solucdo tampdo de amostra Laemmli (Biorad #1610747) e 2-mecaptoethanol (Sigma
#M3148). Apdés 5 minutos de aquecimento a 95°C para desnaturacdo proteica,
aplicaram-se 40 pg de proteina total de cada amostra em gel de gradiente Tris-glicina de
4-15 % ou 12 % de poliacrilamida (Biorad) para separacdo das proteinas de acordo com

0 peso molecular. A eletroforese foi realizada em solucdo tampéo de corrida (Tris
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25mM, Glicina 192mM, SDS 0,1 %), acompanhando-se a corrida com o padrdo de peso
molecular (Li-cor #D10525-01).

Logo apo6s, o conteudo proteico dos géis foi transferido para membranas de
nitrocelulose por meio de um sistema semi-seco de transferéncia Trans-Blot (Turbo
Transfer System- BioRad) a 25V, 1.0A, 30 minutos, em tampéo de transferéncia (Tris
25mM, Glicina 192mM, Metanol 20%). Apos este processo, foi realizado o blogueio de
proteinas com solugdo de bloqueio (LI-COR, #220422) por 2 horas em temperatura
ambiente e agitagdo suave constante. Em seguida, as membranas foram incubadas com
anticorpos primarios anti-Actina (1:1000, #SC58673, Santa Cruz), anti-CB1r (1:500,
#ab75165, Abcam), anti-pIII-Tubulina (1:1000, #MAB1195, RDSystem), anti-FAAH
(1:500, #101600, Cayman), anti-D1 receptor (1:1000, #324390, Calbiochem), anti-
MAGL (1:500, #24701, Abcam), anti-NeuN (1:500, #mab377, Millipore), anti-
NMDARL1 (1:1000, # ab134308, Abcam), anti-sinaptofisina (1:500, #364065, Cell
Signaling), anti-Tirosina hidroxilase (1:500, #657012, Calbiochem), anti-TRPV1
(1:500, #ab203103, Abcam), anti-TrKB (1:1000, #AF1494, RD System) e anti-
GAPDH (1:1000, #SC-47724, Santa Cruz), overnight a 4°C e sob agitacdo constante.
No dia seguinte, as membranas foram brevemente lavadas em solucdo de salina tris-
tamponada com 0,05% de Tween 20 (TBS-T) por 3 vezes de 5 minutos e incubadas com
0s respectivos anticorpos secundarios fluorescentes (anti-rabbit, 1:5000, #926-68073,
Li-cor; anti-mouse, 1:5000, #926-32212, Li-Cor e anti-goat, 1:5000, #926-68074, Li-
Cor) por 1 hora em temperatura ambiente e agitacdo constante. Posteriormente, as
membranas foram lavadas em TBS-T por 3 vezes de 5 minutos e reveladas em um
fotodocumentador de fluorescéncia (Odyssey DLx Imager, LI-COR). A densidade de
bandas ndo-saturadas e preservadas foram quantificadas utilizando o software
ImageStudio Lite. Os valores obtidos foram equalizados pela proteina enddgena
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH)",

4.7 Analises de prolongamentos neuriticos

Apbs tratamento das células, a andlise dos prolongamentos neuriticos foi
realizada através de duas metodologias previamente descritas em estudos correlatados.
Na primeira metodologia, 1,4x10° células foram semeadas por poco na placa de 6 pogos,
juntamente com 1mL de meio por pogo. As placas foram mantidas em estufa imida a

37°C e 5% de CO2. Apos diferenciacdo celular (item 4.2) e tratamento (item 4.4), as
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culturas tratadas foram examinadas por microscopia de campo claro (Floid Cell Imaging
Station), onde foi averiguado a extensdo dos prolongamentos neuriticos. Foram
analisados 24 neuritos por n experimental usando uma lente objetiva de 20x. Este
experimento foi realizado em triplicata, totalizando 72 neuritos por grupo experimental.
A medicao dos neuritos dos neur6énios foi feita de forma semiautomatica com o plugin

Neurond do FI1J1 (ImageJ, versdo 1.04b)108:109,

fip (Fiji Is Just) Imagel = O
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
D8 E~~s=BEasao 28

NeuronJ 1.4.3 (C) Erik Meijering Click here to search

[i" D1P2.tif (50%) - a X
888.89x666.67 pm (1280x960); 8-bit; 1.2MB

Figura 4. Medicao dos neuritos dos neurdnios por meio plugin NeuronJ do FlJI. Seta branca: neurito
marcacdo pelo programa para medi¢do do comprimento.

A segunda metodologia foi realizada por meio de imunofluorescéncia e, para
tanto, 2,9x10* células foram cultivadas por pogo, em placa de 24 pocos (Costar #3525),
juntamente com 300pL de meio de cultura por poco e mantidas em estufa imida (37°C
a 5% de CO»). As células foram semeadas sobre laminulas de vidro previamente tratadas
com 0,1 mg/mL de poli-lisina D (Sigma-Aldrich, #P6407), durante 30 minutos. Apo6s
diferenciacdo celular (4.2) e tratamento (4.4), o meio foi retirado e as células foram
brevemente lavadas com PBS, fixadas em paraformaldeido (PFA, 4%) por 10 minutos
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e, novamente, lavadas em 3 banhos de PBS (5 minutos cada). Em seguida, as células
foram permeabilizadas com Triton & 0,5% em solugdo de bloqueio por 15 minutos e
lavadas em PBS (3 vezes de 5 minutos). Posteriormente, as laminulas foram bloqueadas
com solucéo de bloqueio (1% BSA + 0,1% Tween 20 em PBS), durante 30 minutos, em

camara Umida no escuro.

Ap0s este processo, as células foram incubadas com o anticorpo primario anti-p-
Il Tubulina (1:1000, #2G10, Invitrogen), overnight, & 4°C no escuro e em camara
umida. No dia seguinte, ocorreu lavagem das laminulas com PBS e posterior adi¢do de
anticorpo secundario especifico (anti-mouse, 1:2000, #1739919, Life technologies) e
DAPI (Dicloridrato de 4',6-Diamidina-2'-fenilindol; 1:1000, #D9542, Sigma-Aldrich)
diluidos em solucgéo de bloqueio por 1 hora em temperatura ambiente. Ao término dessa
etapa, as laminulas foram lavadas em PBS e posicionadas em laminas (Knittel Gléser)

com meio de montagem (Prolong Diamond Antifade Mountant, Invitrogen, #P36970).

As laminas foram examinadas em microscopio de fluorescéncia (Leica DMI
6000B) com uma objetiva de 40x e a avaliacdo dos prolongamentos neuriticos, assim

como a quantificacio de células, foi realizada pelo software ImageJ (versdo 1.04b)%,

4.8 Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism
(versdo 9.0, 2020). Os dados coletados foram expressos como média + erro padréo da
média (EPM). Inicialmente foram realizados testes de normalidade e homogeneidade de
variancias. Os dados que passaram nesses testes foram analisados por meio de Teste T de
Student ou ANOVA fatorial de uma via ou duas vias. O pos-testes Dunnett ou Sidak foram
utilizados para revelar diferencas especificas em todos os testes. Os dados que ndo
passaram nos testes de normalidade foram analisados por estatistica ndo-paramétrica
(Kruskal-Wallis). Além disso, os dados foram normalizados de acordo com o valor do

veiculo. O nivel de significancia estabelecido é de p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Experimento 1: o processo de diferenciacdo com AR e BDNF alterou a

morfologia das células SH-SY5Y.

Por meio de microscopia de campo claro, foi possivel verificar as mudancas
morfolégicas que ocorrem no decorrer da diferenciacao celular de 8 dias com AR e BDNF
(Figura 5). Inicialmente as células encontram-se em seu estado proliferativo,
caracterizando um estagio imaturo do desenvolvimento neuronial (Figura 5a). Os
tratamentos com AR promovem um aumento preliminar e alongamento das extensoes
neuriticas (Figura 5b-c). Apds o primeiro tratamento com AR e BDNF, observa-se um
processo de maturacdo mais avancado (Figura 5d), enquanto uma segunda adicdo desse

tratamento promove uma morfologia mais alongada dos neurdnios, grandes extensdes

neuriticas e complexas redes de ligacdo neuronial (Figura 5e).

Rl \ ¢ B /

Figura 5. Imagens em campo claro de culturas de SH-SY5Y em diferentes estagios de diferenciacdo
celular. Em a células no estado proliferativo. Em b e ¢ células apds o primeiro e segundo tratamento com
AR (10 uM), respectivamente. Em d e e células ap6s o primeiro e segundo tratamento com AR + BDNF
(50 ng/mL), respectivamente. Lente com aumento de 20x. AR: &cido retinoico; BDNF: fator neurotréfico
derivado do cérebro. Seta amarela: corpo celular dos neurdnios; Seta branca: prolongamento neuritico.
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5.2 Experimento 2: o processo de diferenciacdo das células SH-SY5Y com AR e

BDNF aumentou a expressao de BIII-tubulina.

No intuito de avaliar de forma molecular se o processo de diferenciagdo induz o
crescimento de prolongamentos neuriticos em células SH-SY5Y, foi realizado WB para
verificar a expressao de BIII-tubulina em células ndo-diferenciadas e diferenciadas por 8
dias com AR e BDNF. Apos realizacdo de Teste T ndo pareado, € possivel observar que
houve um aumento significativo na expressdo de PIII-tubulina (t= 13.99; df= 4; p=
0.0002) em células diferenciadas (Figura 6). Ainda, foi realizada a imunofluorescéncia
das células e pode ser visualizada a intensa expressdo de PIII-tubulina em células

diferenciadas (Figura 7). Foi utilizado DAPI para marcar o nucleo das células.
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Figura 6. Expressdo de BIII-tubulina em células SH-SY5Y ndo-diferenciadas e diferenciadas com AR e
BDNF por 8 dias. Em a, imagem representativa da imunorreatividade para a proteina avaliada por WB. Em
b, representagéio quantitativa da expressao de BIII-tubulina. A proteina foi normalizada pelo GAPDH. Os
dados séo representados pela média + EPM (n = 3 por grupo). Teste T de Student ndo pareado (T= 13.99,
df= 4). *** p < 0,0003. AR: &cido retinoico; BDNF: fator neurotréfico derivado do cérebro; Dif.: células
diferenciadas; GAPDH: Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; Né&o dif.: células ndo diferenciadas; WB:
Western Blotting.

45

——
| —



Figura 7. Células SH-SY5Y diferenciadas por 8 dias com AR e BDNF, imunomarcadas com DAPI ¢ BIII-
tubulina. Aumento de 63 x em microscopia confocal. DAPI: Dicloridrato de 4',6-Diamidina-2'-fenilindo;
AR: &cido retinoico; BDNF: fator neurotrofico derivado do cérebro.

5.3 Experimento 3: a reducédo da viabilidade celular induzida por LPS em células
SH-SY5Y é acentuada apds o processo de diferenciacéo celular.

Para investigar se o processo de diferenciagdo modificou a resisténcia celular de
neurbnios SH-SY5Y, foi realizado MTT em células expostas ao LPS. O LPS é
amplamente utilizado para modelar inflamagdo aguda em células SH-SY5Y, resultando
em alteracdo da viabilidade celular!'''2, Este experimento foi realizado nas seguintes
condicdes: células ndo-diferenciadas ou diferenciadas por 8 dias com AR e BDNF.
Neurdnios ndo-diferenciados apresentaram queda de cerca de 26% na viabilidade celular
apenas na concentracdo de 640 pug/mL (Fsg9= 2,132; p< 0,0001; ANOVA de uma via
seguido do teste post hoc de Dunnet) de LPS (Figura 8).

Ja as células diferenciadas por 8 dias demonstraram uma diminui¢do na
viabilidade celular de cerca de 37% ja na concentracdo de 320 pug/mL de LPS, e uma
queda de cerca de 80% na concentragdo de 640 pg/mL de LPS (Fso6= 1,372; p< 0,0001;
ANOVA de uma via) (Figura 9). O teste post hoc de Dunnett indicou diferenca
significativa entre o grupo veiculo e a concentracao de 320 pug/mL de LPS (p=0,0015) e
entre o grupo veiculo e a concentracdo de 640 pug/mL de LPS (p< 0,0001). Para verificar
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se houve interacdo entre o tratamento com LPS e o processo de diferenciacéo utilizado
neste experimento, foi realizado a ANOVA de duas vias. Este ultimo teste revelou
interacdo entre os fatores (tratamento com LPS x diferenciagdo com AR e BDNF; F g 195=
10,15; p< 0,0001) e efeitos principais significativos (tratamento com LPS: Fg 195= 29,90,
p <0,0001; diferenciacdo com AR e BDNF: Fy 105= 4,289, p=0,0397) (Figura 10).
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Figura 8. Ensaio de Viabilidade Celular por meio de MTT em células SH-SY5Y néo-diferenciadas tratadas
por 24 horas com LPS. Os dados sdo representados pela média + EPM (n = 11-12 por grupo). Teste
ANOVA de uma via entre o veiculo e todas as concentracGes de LPS, seguido de teste post hoc de Dunnett.
****p < 0,0001: diferenga entre vei. e 640 pg/mL. AR: acido retinoico; BDNF: fator neurotréfico derivado
do cérebro; LPS: Lipopolissacarideo de E. coli; MTT: 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il) 2,5-Difenil Brometo de
Tetrazoilium; Vei.: Veiculo.
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Figura 9. Ensaio de Viabilidade Celular por meio de MTT em células SH-SY5Y diferenciadas e tratadas
por 24 horas com LPS. Os dados sdo representados pela média £ EPM (n=11-12 por grupo). Teste ANOVA
de uma via entre o veiculo e todas as concentracfes de LPS, seguido de teste post hoc de Dunnett. ** p <
0,002: diferenca entre vei. e 320 pg/mL; **** p < 0,0001: diferenca entre vei. e 640 pg/mL. AR: &cido
retinoico; BDNF: fator neurotrofico derivado do cérebro; LPS: Lipopolissacarideo de E. coli; MTT: 3-
(4,5-Dimetiltiazol-2-il) 2,5-Difenil Brometo de Tetrazoilium; Vei.: Veiculo.
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Figura 10. Ensaio de Viabilidade Celular por meio de MTT em células SH-SY5Y ndo-diferenciadas e em
células diferenciadas, tratadas por 24 horas com LPS. Os dados séo representados pela média + EPM (n=
11-12 por grupo). Teste ANOVA de duas vias, seguido de teste post hoc de Sidak. **** p < 0,0001: efeito
de interacdo entre o tratamento com LPS e a diferenciagdo com AR e BDNF. Dados representados em log
de base 2. LPS: Lipopolissacarideo de E. coli.

48

——
| —



5.4 Experimento 4: o processo de diferenciacdo das células SH-SY5Y com AR e
BDNF aumentou a expressdo de receptor D1, mas ndo alterou a expressao de
Tirosina Hidroxilase e receptor do tipo 1 do N-metil D-aspartato.

Para investigar o fendtipo celular dos neurénios, foi verificada a expressdo do
receptor do tipo 1 do N-metil D-Aspartato (NMDAR1), da enzima Tirosina Hidroxilase
(TH) e receptor D1 em células ndo-diferenciadas e diferenciadas por 8 dias com AR e
BDNF por meio de WB. A expressao de receptores de NMDARL indica que a célula pode
responder ao glutamato, o que pode levar a uma série de efeitos intracelulares, como a
abertura de canais i6nicos''®. Ja a expressdo de TH indica que a célula pode estar
envolvida na sintese de catecolaminas, como noradrenalina e dopaminal!*. A expresséo
de D1 em uma célula indica que a mesma pode responder a dopamina, que esta envolvida
na regulacdo de inimeros papéis cruciais a nivel celular, como o manejo da plasticidade

sinaptical®®.

Como demonstrado na Figura 11a-b, é possivel verificar que apos realizacdo de
Teste T ndo pareado ndo houve diferenca significativa na expressdo de NMDAR1 (t=
2,004; df=4; p= 0,1156) e TH (t= 0,4976; df= 4; p= 0,6449) entre os grupos. Na figura
11c, € possivel visualizar que houve um aumento significativo na expressao de receptor
D1 (t= 5,412; df= 4; p= 0,0056) em células diferenciadas.
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Figura 11. Expressdo de NMDAR1, TH e D1 em células SH-SY5Y néo-diferenciadas e diferenciadas com
AR e BDNF por 8 dias. Em a, b e c, representacdo quantitativa da expressdo de NMDAR1, TH e D1,
respectivamente. Em d, imagem representativa da imunorreatividade para as proteinas avaliadas por WB.
Todas as proteinas foram normalizadas pelo GAPDH. Os dados séo representados pela média + EPM (n =
3 por grupo). Teste T de Student ndo pareado. ** p < 0,006: diferenga na expressao de D1 entre células ndo
diferenciadas e diferenciadas. AR: &cido retinoico; BDNF: fator neurotrdfico derivado do cérebro; Dif.:
células diferenciadas; GAPDH: Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; N&o dif.: células néo
diferenciadas; NMDA: N-metil D-Aspartato; TH: tirosina hidroxilase; WB: Western Blotting.

5.5 Experimento 5: o processo de diferenciacdo das células SH-SY5Y com AR e

BDNF aumentou a expressdo de Neuronal Nuclei.

Para investigar se o processo de diferenciagdo celular foi eficiente e, portanto,
capaz de gerar um fendtipo neuronial maduro nas células SH-SY5Y, foi avaliada a
expressao do marcador de neurdnios maduros Neuronal Nuclei (NeuN) por meio de WB
em células ndo-diferenciadas e células diferenciadas por 8 dias com AR e BDNF. Apds
realizacdo de Teste T ndo pareado, uma expressado significativamente maior de NeuN (t=
3,123; df= 4; p= 0,0354) foi detectada em células SH-SY5Y diferenciadas por 8 dias
(Figura 12).

50

——
| —



| M
I

1- > &
>

NeuN 46-44 KDa

GAPDH | @ | | g | 37 KDa

Expressio relativa de NeuN
(NeuN/GAPDH)

T T
Nio dif. Dif.

Figura 12. Expressdo de NeuN em células SH-SY5Y ndo-diferenciadas e diferenciadas com AR e BDNF
por 8 dias. Em a imagem representativa da imunorreatividade para as proteinas avaliadas por WB. Em b,
representacdo quantitativa da expressdo de NeuN. A proteina foi normalizada pelo GAPDH. Os dados séo
expressos pela média £ EPM (n= 3 por grupo). Teste T de Student ndo pareado (t= 3,123; df=4). *p <
0,05. AR: acido retindico; BDNF: fator neurotrofico derivado do cérebro; Dif.: células diferenciadas; N&o
dif.: células ndo diferenciadas; NeuN: Neuronal Nuclei; WB: Western Blotting.

5.6 Experimento 6: tratamento com IL-1f durante 24 horas n&o alterou

viabilidade celular de células diferenciadas com AR e BDNF.

Foi realizado MTT para verificar se a IL-1p afeta a viabilidade celular de
neurdnios diferenciados com AR e BDNF por 8 dias. Apos realizacdo de ANOVA de
uma via, néo foi detectada alterag&o (F4,54= 3,508; p= 0,1003) na viabilidade celular em

nenhuma das concentracdes utilizadas (Figura 13).
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Figura 13. Ensaio de viabilidade celular por meio da técnica MTT em células SH-SY5Y diferenciadas com
AR e BDNF e tratadas por 24 horas com IL-1f. Os dados sdo representados pela média + EPM (n = 3 por
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grupo). Teste ANOVA de uma via entre o veiculo e todas as concentragdes de IL-1p, seguido de teste post
hoc de Dunnett (Fss5= 3,508; p= 0,1003). AR: acido retindico; BDNF: fator neurotréfico derivado do
cérebro; Ctrl.: células controle; IL-1p: Interleucina-1f; MTT: 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il) 2,5-Difenil
Brometo de Tetrazoilium; Vei.: veiculo.

5.7 Experimento 7: tratamento com IL-1B durante 24 horas nio alterou a
expressdao de TrKB total e levou a uma tendéncia de aumento na expressido de
sinaptofisina em células diferenciadas com AR e BDNF.

Para verificar se a IL-1P poderia alterar a expressdo de sinaptofisina e TrKB em
células diferenciadas com AR e BDNF por 8 dias, potencialmente afetando a plasticidade
destas células, foi realizado o WB e quantificacdo das proteinas. Por meio do ANOVA
de uma via, é possivel observar que ndo houve alteracéo significativa na expressao de
SYP (Fa,10= 0,3493; p= 0,0972) apos tratamento com IL-1f. Porém, o teste post hoc de
Dunnett revelou que houve tendéncia a aumento da expressdo de SYP ap6s tratamento
com as seguintes concentracfes de IL-1p: 0.01 ng/mL (p= 0,0598), 1 ng/mL (p= 0,0902)
e 10 ng/mL (p=0,0772) (Figura 14a). Nao houve alteracdo de TrKB total (F410= 0,8782,
p=0,3530, ANOVA de uma via) (Figura 14b).
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Figura 14. Expresséo de SYP e TrKB em células SH-SY5Y diferenciadas por 8 dias e tratadas com IL-1p.
Em a e b, representacdo quantitativa da expressdo de SYP, e TrKB, respectivamente. Em c, imagem
representativa da imunorreatividade para as proteinas avaliadas por WB. Todas as proteinas foram
normalizadas pelo GAPDH. Os dados sdo representados pela média £+ EPM (n= 3 por grupo). Teste
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ANOVA de uma via realizado entre o veiculo e todas as concentracfes de IL-1B, seguido de teste post hoc
de Dunnett. IL-1p: Interleucina-1p; GAPDH: Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; SYP: sinaptofisina;
TrKB: receptor tirosina quinase B; Vei: veiculo; WB: Western Blotting.

5.8 Experimento 8: tratamento com IL-1B durante 24 horas nio alterou a
intensidade de fluorescéncia para a PBIII-tubulina e o numero de células
diferenciadas com AR e BDNF.

Para verificar se o tratamento com a IL-1p poderia alterar a morfologia neuronial,
foi realizado imunofluorescéncia para marcagao de BIII-tubulina e DAPI em células SH-
SY5Y diferenciadas com AR e BDNF por 8 dias e tratadas por 24 horas com IL-1p (figura
15). Nao foi encontrada diferenca significativa na intensidade de fluorescéncia para a
BIIl-tubulina (Fs10= 0,4776, p= 0,919, ANOVA de uma via) (Figura 16), bem como
alteracdo no namero de células apos o tratamento com as diferentes concentracées de IL-
1B (F4,10=0,7415, p= 0,8303, ANOVA de uma via) (Figura 17).
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Figura 15: Células SH-SY5Y diferenciadas por 8 dias com AR e BDNF e tratadas por 24 horas com IL-
1B, imunomarcadas com DAPI e BIlI-tubulina. Em a, células tratadas apenas com o veiculo. Em b, células
tratadas com 0,01 ng/mL de IL-1B3. Em c, células tratadas com 0,1 ng/mL de IL-1B. Em d, células tratadas
com 1 ng/mL de IL-1pB. Em e, células tratadas com 10 ng/mL de IL-1B. Aumento de 40 x em microscopia
confocal. IL-1: Interleucina-1B; DAPI: Dicloridrato de 4',6-Diamidina-2'-fenilindo; AR: &cido retinoico;
BDNF: fator neurotréfico derivado do cérebro.
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Figura 16. Representagdo grafica da intensidade de fluorescéncia para BIII-tubulina de células SH-SY5Y
diferenciadas por 8 dias com AR e BDNF e tratadas por 24 horas com IL-1p. Os dados sdo representados
pela média + EPM (n= 3 por grupo). Teste ANOVA de uma via entre o veiculo e todas as concentracdes
de IL-1pB, seguido de teste post hoc de Dunnett. IL-1f: Interleucina-1B; DAPI: Dicloridrato de 4',6-
Diamidina-2'-fenilindol; Vei: veiculo.
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Figura 17. Representagdo grafica da quantificacdo de células apds tratamento com diferentes dosagens de
IL-1B. Os dados sdo representados pela média + EPM (n= 3 por grupo). Teste ANOVA de uma via entre o

veiculo e todas as concentracfes de IL-1B, seguido de teste post hoc de Dunnett. IL-1p: Interleucina-1p;
DAPI: Dicloridrato de 4',6-Diamidina-2'-fenilindol; Vei: veiculo.
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5.9 Experimento 9: tratamento com IL-1p durante 24 horas reduziu o
comprimento dos prolongamentos neuriticos primarios de células diferenciadas com
AR e BDNF.

Para verificar se o tratamento com a IL-1p poderia alterar a morfologia neuronial,
foi analisado o comprimento dos prologamentos neuriticos por meio de microscopia de
campo claro apo6s o tratamento com as diferentes concentragdes de IL-1p (Figura 18).
Houve uma reducéo significativa (Hs= 13.13, p= 0,0106, teste de Kruskal-Wallis) no
comprimento dos neuritos primarios apos a de IL-1p no meio de cultura da células. O
teste post hoc de Dunn demonstrou que houve uma diferenca significativa entre o grupo

veiculo e a concentracdo de 10 ng/mL de IL-1B (p= 0,0158) (Figura 19).

56

(
\

'



Figura 18. Imagens em campo claro de células SH-SY5Y diferenciadas por 8 dias e tratadas por 24 horas
com IL-1B. Em a, células tratadas apenas com o veiculo. Em b, células tratadas com 0,01 ng/mL de IL-1p.
Em c, células tratadas com 0,1 ng/mL de IL-1B. Em d, células tratadas com 0,1 ng/mL de IL-1B. Em e,
células tratadas com 10 ng/mL de IL-1p. Lente com aumento de 20x em microscopia de campo claro. IL-
1B: Interleucina-1p. Setas brancas: prolongamentos neuriticos.
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Figura 19. Comprimento dos neuritos primarios de células SH-SY5Y diferenciadas por 8 dias e tratadas
por 24 horas com IL-1p. Os dados so representados pela média + EPM (n= 72 neuritos por grupo). Teste
Kruskal-Wallis entre o veiculo e todas as concentragdes de IL-1p, seguido de teste post hoc de Dunn. * p <
0,05: diferenca entre o veiculo e a concentragdo de 10 ng/mL de IL-1B. IL-1pB: Interleucina-1B; Vei.:
veiculo.

5.10 Experimento 10: tratamento com IL-1f durante 24 horas reduziu a

expressao de actina de células diferenciadas com AR e BDNF.

No intuito de avaliar de forma molecular se as diferentes concentragdes de IL-1p
poderiam interferir na expressdo de proteinas do citoesqueleto de neurdnios, foi avaliado
por meio de WB a expressao de Actina apos aplicacédo de diferentes concentracdes de IL-
1B. Na imagem 20b, é possivel averiguar que houve uma reducdo significativa na

expressao de Actina apés aplicagdo de 0,1 e 10 ng/mL de IL-1p.
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Figura 20. Expressao de Actina em células SH-SY5Y diferenciadas com AR e BDNF por 8 dias e tratadas
com IL-1B. Em a imagem representativa da imunorreatividade para a proteina avaliada por WB. Em b,
representacdo quantitativa da expresséo de Actina. A proteina foi normalizada pelo GAPDH. Os dados séo
expressos pela média + EPM (n= 3 por grupo). Teste ANOVA de uma via entre o veiculo e todas as
concentragdes de IL-1pB, seguido de teste post hoc de Dunnett. * p < 0,05: diferenca entre o veiculo e as
concentragdes de 0,01 e 10 ng/mL de IL-1p. IL-1B: Interleucina-1pB; Vei: veiculo; WB: Western Blotting.

5.11 Experimento 11: tratamento com IL-1p durante 24 horas alterou a expressio
de componentes do Sistema Endocanabinoide em células diferenciadas com AR e
BDNF.

Para verificar se o tratamento por 24 horas com IL-1p poderia alterar a expressao
de componente do SECB em células diferenciadas com AR e BDNF por 8 dias, foi
realizado o WB para avaliar expressdao de CB1r, TRPV1, FAAH e MAGL. Um aumento
significativo na expressdo de CB1r foi detectado apds o tratamento com IL-1B (Fa10=
0,5710, p= 0,0061, ANOVA de uma via). O post hoc de Dunnett revelou que houve
alteracdo significativa na expressao de CB1r apos aplicacao das seguintes concentragoes
de IL-1B: 1 ng/mL (p= 0,0064) e 10 ng/mL (p= 0,0206). Apenas uma tendéncia na
expressdo de CB1r foi observada apds aplicacdo de 0,1 ng/mL de IL-1B (p= 0,0747)
(Figura 21a).
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Além disso, houve uma reducdo significativa na expressdo de TRPV1 apds
tratamento com IL-1p (F4,10= 0,5575; p=0,0630; ANOVA de uma via). O teste post hoc
de Dunnett demonstrou que houve alteracdo significativa na expressdo de TRPV1 ap6s
aplicacdo de 0,1 ng/mL de IL-1B (p= 0,0384) (Figura 21b).

Ademais, foi observado reducdo significativa na expressdo de MAGL apds
tratamento com IL-1B (F410= 0,3354, p=0,0173, ANOVA de uma via). Essa alteracéo foi
observada nas seguintes concentracdes de IL-1p: 0.01 ng/mL (p=0,0051), 0.1 ng/mL (p=
0,0390) e 1 ng/mL (p=0,049) (Figura 21c). Uma atenuacdo significativa na expressdo de
FAAH ocorreu ap0s aplicagdo de IL-1p (F410= 0,7773; p= 0,0003; ANOVA de uma via)
nas concentragcdes de 0.1 (p= 0,0054), 1 (p= 0,0058) e 10 ng/mL (p= 0,0009) (Figura
21d).
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Figura 21. Expressdo de CB1r, TRPV1, FAAH e MAGL em células SH-SY5Y diferenciadas por 8 dias e
tratadas com IL-1B. Em a, b, c e d, representa¢do quantitativa da expressdo de CB1r, TRPV1, MAGL e
FAAH, respectivamente. Em e, imagem representativa da imunorreatividade para as proteinas avaliadas
por WB. Todas as proteinas foram normalizadas pelo GAPDH. Os dados sdo representados pela média £
EPM (n= 3 por grupo). Teste ANOVA de uma via entre o veiculo e todas as concentracfes de IL-1p,
seguido de teste post hoc de Dunnett. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. CBL1r: receptor CB1; FAAH:
Hidrolase Amida de Acidos Graxos; GAPDH: Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; IL-1p: Interleucina-
1B; MAGL: Monoacilglicerol Lipase; TRPV1: Receptor Vaniloide de Potencial Transitério tipo 1; Vei.:

veiculo; WB: Western Blotting.
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6 DISCUSSAO

Diante dos resultados obtidos até o momento, observamos que o protocolo de
diferenciacéo utilizado neste estudo foi capaz de modificar a morfologia das celulas SH-
SY5Y, transformando-as em neurdnios maduros. As celulas n&o-diferenciadas
apresentaram caracteristicas compativeis a um estagio imaturo do desenvolvimento
neuronial, manifestando corpos celulares ndo-polarizados e poucos prolongamentos
neuriticos, geralmente curtos, conforme ja descrito na literatura®'®. Logo apds a primeira
aplicacdo de AR, notou-se aumento das extensdes neuriticas e o alongamento inicial do
corpo celular dos neurdnios. Ja é descrito na literatura que a aplicacdo de AR ¢é capaz de
ocasionar o crescimento de neuritos e de levar a um alongamento celular'’, além de

contribuir para expressao de TrKB, o receptor de BDNF!8,

Apds a ultima adicdo de AR e BDNF no meio de cultura foi possivel observar um
aspecto mais alongado dos neurdnios, grandes extensdes neuriticas e complexas redes de
ligacdo neuronial, bem como previamente indicado por estudos correlatos®™%. Entre as
neurotrofinas, 0 BDNF desempenha um papel importante no desenvolvimento e extensao
das neuritos, além da formac&o e estabilizacio de conexdes sinapticas'*®. Sendo assim, a
combinacdo AR-BDNF é capaz de induzir aumentos significativos na expressdo de genes
sinapticos em comparagdo com a aplicagdo unicamente de AR?°. Nessa perspectiva, a
utilizacdo de AR e BDNF promove conexdes sinapticas elaboradas, visto o aumento na
expressdo de proteinas pré e pos-sinapticas!?t,

Durante o processo de diferenciacdo, a transformacédo de células precursoras em
neurbnios envolve remodelamento e redistribuicdo de proteinas do citoesqueleto,
especialmente de PIII-tubulina, uma proteina que auxilia na estabilidade da matriz
intracelular e no transporte molecular'??. Por este 4ngulo, o aumento significativo na
expressao de BIII-tubulina em células diferenciadas indica, de forma quantitativa, que o
processo de diferenciacdo intensificou a expressdo de proteinas do citoesqueleto e,

consequentemente, favoreceu o aumento na formacéo de neuritos.

Um outro importante aspecto a ser analisado no processo de diferenciacéo celular
é a sensibilidade celular apos a diferenciacdo. A sensibilidade neuronial se faz importante
em estudos de neurotoxicidade e neuroinflamagéo, visto que culturas da linhagem SH-
SY5Y no estado proliferativo apresentam resisténcia devido a sua caracteristica

tumoral'?, Para avaliar se a diferenciacdo leva a uma maior sensibilidade dos neurdnios
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maduros obtidos foi utilizado o LPS, uma vez que diversos trabalhos empregam este
composto como estimulo aversivo as células SH-SY5Y124125126 pode-se observar que 0s
neuronios nao-diferenciados apresentaram atenuacdo de cerca de 26% da viabilidade

celular apenas na maior concentracdo de LPS (640 pg/mL) utilizada.

J& as células diferenciadas por 8 dias apresentaram uma intensa diminuicdo na
viabilidade celular, de 37%, na concentracdo de LPS (320 pg/mL) e reducédo quase total
(80%) com a maior concentracdo de LPS (640 pug/mL). Portanto, neurénios diferenciados
por 8 dias apresentaram uma maior vulnerabilidade frente ao LPS, de modo que tais
resultados estdo em consonancia com outros estudos da literatura. Por exemplo, foi
demonstrado que células SH-SY5Y tornaram-se mais sensiveis & toxicidade da 6-
hydroxydopamine ap6s passarem pelo processo de diferenciagdo com AR por 7 dias'?’.
Ainda, células SH-SY5Y diferenciadas com AR e BDNF por 8 dias sdo mais sensiveis a
toxicidade induzida por agregados de [-amiloide que células SH-SY5Y ndo
diferenciadas®.

No que se refere ao fenétipo celular das culturas utilizadas, ndo foi detectada
diferenca significativa na expressdo de Tirosina Hidroxilase (TH) entre células néo-
diferenciadas e diferenciadas por 8 dias. A TH é a enzima responsavel por catalisar a
conversdo do aminoacido L-tirosina em L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA). A L-
DOPA ¢ o precursor da dopamina, que, por sua vez, € um precursor de noradrenalina e
adrenalina!®. Nesse sentido, TH ¢é um importante marcador do fendtipo
catecolaminérgico e esta presente nas células SH-SY5Y mesmo no estado

proliferativo'?°,

Verificamos, entretanto, um aumento na expressao do receptor D1. O receptor D1
faz parte da familia de receptores da dopamina, sendo distribuido em diferentes
quantidades nas diferentes regides do anatdmica do SNC*°. Este resultado esta de acordo
com a literatura, visto que o protocolo que combina AR e BDNF promove um fendtipo
dopaminérgico nas celulas SH-SY5Y, acarretando um aumento na expressao de
receptores de dopamina'®®!3, Porém, para identificar se o processo de diferenciacio
utilizado no presente estudo pode levar a um feno6tipo dopaminérgico em células SH-
SY5Y, seria interessante a marcagdo de outros receptores dopaminérgicos, como o D2 e

D3, assim como a verificagdo da expressdo do transportador de dopamina (DAT).
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Avaliamos, ainda, a expressdo do receptor NMDARL1. Ndo houve alteracdo na
expressdo deste receptor entre células ndo-diferenciadas e diferenciadas por 8 dias. O
NMDA € um receptor ionotrépico ativado pelo glutamato e considerado o principal
receptor do sistema glutamatérgico, uma vez que ele tem papel de destaque na mediacao
de importantes funcBes dessa neurotransmissdo, tais como: cogni¢do, memoria,
plasticidade neural e neurotoxicidade!®2. Porém, apenas analisar o receptor NMDA é
insuficiente para concluir que uma célula possui um fenotipo glutamatérgico, sendo
necessario, portanto, avaliar a expressao de proteinas envolvidas na sintese ou excrecao

do glutamato, como o vGlut'®,

Neste estudo, também foi possivel observar que a diferenciacdo celular com AR
e BDNF por um periodo de 8 dias promoveu uma expressao significativa de NeuN nas
células. A proteina NeuN esta localizada nos nucleos e no citoplasma perinuclear da
maioria dos neurdnios do SNC, porém é predominantemente expressa em células
maduras, pds mitéticas e permanentemente diferenciadas'®. Nessa perspectiva, este
resultado estd em consonancia com a literatura, visto que ja foi observado em estudos
anteriores um aumento significativo na expressdao de NeuN em células SH-SY5Y
diferenciadas apenas com é&cido retinoico®®®. Levando em conta que o NeuN é um
marcador de fendtipo neuronial maduro confidvel, esses resultados indicam que a

diferenciacdo com AR e BDNF por 8 dias acarretou um fenétipo maduro.

Levando em conta que o protocolo de diferenciagédo por 8 dias com AR e BDNF
foi capaz de modificar a morfologia e expressao de moléculas nas células, originando um
fenotipo do tipo neuronial maduro, este modelo foi considerado o ideal para dar
prosseguimento com o0s experimentos. A partir dos dados obtidos, foi possivel verificar

que a viabilidade celular de neur6nios diferenciados néo foi alterada ap6s exposicéo a IL-

1B.

E importante ressaltar que a técnica empregada para verificar se houve alteragéo
na viabilidade celular apds aplicagdo de IL-1p foi o MTT. Nesse sentido, foi avaliado
majoritariamente o desempenho mitocondrial das células ap6s aplicacdo da interleucina®.
Por este angulo, seria interessante realizar outros métodos para avaliar se a IL-1p pode
afetar os neurdnios SH-SY5Y diferenciados, como por exemplo o ensaio de liberacao da
enzima citoplasmatica lactato desidrogenase (LDH). O LDH catalisa a conversédo de
lactato a piruvato na glucdlise, sendo uma forma de se avaliar a integridade de membrana

plasmatica em funcio da quantidade de LDH presente no meio de cultura'®. Também ¢
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valido ressaltar que o CB1r desempenha um papel essencial na regulacdo da atividade
mitocondrial, controlando diretamente a respiracdo celular e a producdo de energia®.
Nesse sentido, 0 aumento na expressédo de CB1r observado nesse trabalho pode estar
atrelado a manutencdo da atividade mitocondrial mesmo ap0s aplicacdo de IL-1p nas

culturas.

No que diz respeito ao niveis de SYP, foi possivel verificar que houve um perfil
de aumento na expressao dessa proteina apos aplicacdo de diferentes concentracdes de
IL-1B (0.01, 1 e 10 ng/mL) no meio de cultura das células. A sinaptofisina € uma proteina
de vesicula pré-sinaptica que regula a endocitose das vesiculas nos neur6nios'®. Nesse
sentido, avaliar a expressdo de sinaptofisina € um importante pardmetro para averiguar
alteracdes na sinaptogénese. Levando em conta que também foi verificado um aumento
na expressao de CB1r ap6s 24 horas de exposicdo a IL-1p (1 e 10 ng/mL), é valido
ressaltar que estudos anteriores demonstram que existe uma correlagéo entre a atividade
do CB1re a SYP, visto que a utilizacdo de um agonista do CB1r promoveu o0 aumento da
expressio de sinaptofisina no cerebelo e hipocampo do cérebro de ratos'3, sugerindo a

acao pro-plasticidade desses receptores.

Além disso, pesquisas também verificaram a presenca de receptores CB1 em
axonios finos e em cones de crescimento axonal, sendo que a maioria desses locais estava
associada a terminais sinapticos!*’. Nessa perspectiva, nesses locais 0 CB1r promove o
controle da liberagdo de neurotransmissores, ressaltando novamente essa intima relagdo
entre vesiculas sinapticas e a expressao de CB1r. Nesse sentido, para compreender melhor
os efeitos da IL-1B na sinaptogénese, faz-se necessario avaliar a expressdo de outras
proteinas ligadas a esse mecanismo neuroplasticos, como PDS-95, PDS-93, basson e

sinapsinas, o que ainda sera feito.

A aplicagdo de diferentes concentracbes de IL-1p ndo alterou os niveis de
expressdo de TrKB total. E valido ressaltar que o processo de diferenciacio adotado neste
trabalho pode ter influenciado na manutencdo dos niveis dessa proteina, visto que ja foi
relatado que o tratamento de células de neuroblastoma com AR induz a expressao de
TrkB. Além disso, outros estudos demonstraram que a adi¢cdo de BDNF as células SH-
SY5Y tratadas com AR estimulou a fosforilagdo da tirosina de TrkB e a diferenciacdo
neuronial'*!. O TrKB fosforilado possui um papel relevante na sinaptogénese voltada para
a aprendizagem e para a formacdo de memodria no hipocampol#?, Dessa forma,

experimentos adicionais estdo sendo realizados para avaliar os niveis de fosforilagdo de
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TrkB, pois o0s niveis de TrKB total inalterados ndo excluem a participacdo deste receptor

na resposta desencadeada pela aplicacéo de IL-1B no meio de cultura.

No que concerne aos aspectos morfoldgicos avaliados por imunofluorescéncia, as
diferentes concentracdes de IL-1p ndo modificaram a expressdo de BIlI-tubulina e a
quantidade de células. Avaliar a expressdo da mesma € essencial para entender se a IL-
1B pode afetar a ramificagdo e arquitetura dendritica, ja que a BIII-tubulina é uma proteina
que forma os microttbulos do citoesqueleto de neurdnios**®. Porém, se faz interessante
verificar por meio de Western Blotting se a expressdo de BIII-tubulina foi alterada pela
IL-1B, visto que essa técnica pode ser mais sensivel para averiguar os niveis dessa
proteina. Surpreendentemente, foi verificado por meio de microscopia de campo claro
que houve uma reducdo no comprimento dos neuritos primarios apds aplicacdo de 10
ng/mL de IL-1pB. No intuito de entender qual proteina do citoesqueleto estava sendo
possivelmente afetada pela acdo da IL-1p, foi verificado por meio de WB os niveis de
actina. Houve reducdo significativa na expressao de actina ap6s aplicacdo de 0,1 e 10
ng/mL de IL-1B no meio de cultura das células. Este resultado estd de acordo com a
literatura, visto que outros estudos demonstraram que a IL-1p pode afetar a expressdo de
Arc, uma proteina que auxilia na formagédo de F-actinal**. Nesse sentido, levando em
conta que expressdo de actina foi alterada ap6s exposi¢do de IL-1B nos neurdnios, faz-se
interessante a realizacdo de uma imunofluorescéncia para verificar, por imagem, se a

intensidade de fluorescéncia desta proteina é alterada.

No que se refere a expressao de proteinas relacionadas ao SECB, a exposic¢do a
IL-1B nas concentracdes de 1 e 10 ng/mL foi capaz de aumentar significativamente a
expressao de CB1r. Esse aumento pode estar atrelado a um papel neuroprotetor, dado a
importancia desse receptor para a promocdo da neuroplasticidade. A vista disso,
experimentos demonstram que a exposi¢do ao estresse aumentou a expressao do mRNA
e d proteina CB1r no cortex pré-frontal de camundongos, indicando que a presenca e
ativacdo deste receptor estd atrelada a cenarios neuropatolégicos para restaurar a
homeostase'*®. Por outro lado, experimentos com animais knock out indicaram que a falta
de CB1r produz desregulacédo do eixo hipotdlamo/hipéfise/adrenal (HPA) e exacerba as

respostas excitotoxicas/neuroinflamatorias induzidas pelo estresse!*.

E importante ressaltar que o processo de diferenciagdo utilizado neste trabalho
envolve o uso de BDNF, que ja foi ligado com a potencializacdo dos efeitos

neuroprotetores de CB1r. O eixo de sinalizacdo que envolve BDNF e rCB1 é descrito
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como relevante para a promocéo da sobrevivéncia de neurénios do corpo estriado em um
modelo murino de doenca de Huntington!#. Além disso, estudos demonstraram que o
BDNF pode aumentar a expressao do receptor CB1 em uma cultura primaria de neur6nios
do cerebelo por meio de uma via que envolve a fosforilacio de Akt*’. Nessa perspectiva,
se faz importante entender o papel do CB1r em uma possivel resposta neuroprotetora
contra a IL-1p. Para tanto, a aplicagcdo de um antagonista/agonista inverso de CB1r, como
0 AM251, concomitante ao uso das diferentes dosagens de IL-1B pode revelar se a
participacdo deste receptor € significativa para a manutencao da homeostase celular frente
a estimulos aversivos. Além disso, a mensuracao dos niveis de BDNF, assim como outras
proteinas envolvidas na cascata BDNF-CBL, ap6s tratamento com IL-1pB também se faz

interessante para averiguar o papel desse eixo em um contexto neuroinflamatdrio.

Ademais, € valido ressaltar que o tratamento com a IL-1p pode estar estimulando
uma possivel internalizacio do receptor CB148149150 O processo de internalizacio
levaria a uma subsequente compensacdo na superficie da membrana, acarretando maior
expressao do CB1r apds o tratamento com concentracdes averiguadas (1 e 10 ng/mL).
Nessa perspectiva, novos experimentos serdo realizados para averiguar a localicacdo do

CBL1r nas células, além de que serdo averiguados os niveis de CB1r fosforliados.

Curiosamente, 0 TRPV1, que exerce efeitos opostos ao CB1r, apresentou reducéo
na expressdo apos aplicacdo de 0,1 ng/mL de IL-1p. A atenuagdo da atividade de TRPV1
ja foi associada a beneficios relacionados a neuroplasticidade, visto que estudos relatam
a participacéo desse receptor na ativacdo do inflamassoma NLRP3 em microglias®®l. Em
neurdnios corticais primarios, estudos relatam que a inibicdo farmacoldgica do TRPV1
preveniu a morte celular ocasionada pela citotoxicidade da capsaicina'®. A
neurotoxicidade mediada pelo TRPV1 esta atrelada a sua capacidade de gerar maior
influxo de calcio nas células, visto que o bloqueio da entrada de calcio em neurbnios
corticais primarios preveniu a morte celular ocasionada pela ativacio de TRPV1%3,
Ademais, ja foi descrito na literatura que a ativagdo de CB1r poderia levar a reducdo da
atividade de TRPV1, o que pode ser correlacionado com os resultados observados na
figura 20b, onde é possivel um perfil de aumento na expressdo de CB1r ap0s tratamento
com 0.1 ng/mL de IL-1.

Tambem foi verificado que a aplicacdo de IL-1p nas concentracGes de 0.01, 0.1 e
1 ng/mL levaram a uma reducéo na expressdo de MAGL. A reducdo dos niveis de MAGL

também pode estar relacionado com um processo de neuroprote¢do, visto que a reducao
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da atividade dessa enzima leva ao aumento na liberacdo 2-AG. O 2-AG é um importante
lipideo que atua nos receptores canabinoides para regular o crescimento orientacao
axonal, além de regular mecanismos neuroplésticos, a neurogénese adulta e atuar na
protecdo de neurdnios contra excitotoxicidade®*. Também é importante ressaltar que o
processo de diferenciacdo utilizado neste estudo pode ter contribuido para a reducdo dos
niveis de MAGL em um contexto aversivo, dado que ja foi relatado que na literatura que
a utilizacdo de BDFN em uma cultura primaria de neurdnios do cerebelo diminui a

expressdo dos transcritos MAGL,

Ademais, também foi detectado uma reducdo na expressdo de FAAH nas
concentracdes de 0,1, 1 e 10 ng/mL de IL-1p. A limita¢do da atividade da FAAH também
ja foi atrelada a um possivel mecanismo neuroprotetor, visto que 0 uso de um inibidor
sisttmico da FAAH aumentou os niveis de anandamida no cértex pré-frontal e no
hipocampo de ratos, o que foi associado a uma atenuacgio na expressdo de citocinast®.
Em consonéncia, estudos in vitro demonstraram que 0 aumento na expressao de AEA por
meio da inibicdo de FAAH levou a reducdo na expressdo de TLR4, o que ocasionou
reducdo na liberacdo de TNF-a, IL-1B, prostaglandinas e 6xido nitrico em uma cultura
primaria de microglias™®. Além disso, a utilizacdo de um inibidor da enzima FAAH, o
URB597, gerou um efeito antidepressivo, promovendo a proliferacdo de progenitores

neurais e a expressdo de BDNF em camundongos submetidos a um modelo de estresse®®’.

Em suma, os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que as
concentracdes de IL-1p utilizadas foram capazes de alterar a expressdo de componentes
do SECB e de componentes morfologicos das células neuronais. Porém, os achados
adquiridos em neurdnios humanos ndo estdo em consonancia com os resultados
observados em trabalhos que correlacionam SECB e IL-1p em animais, visto que nestes
estudos ocorreu a reducdo da atividade de CB1r e facilitacdo da via do receptor
TRPV188485  Entretanto, é importante ressaltar que o modelo utilizado no presente
estudo envolve apenas um tipo celular, diferente do modelo utilizado nas demais analises
com animais. Nesse sentido, a resposta observada em estudos correlatados pode ser
decorréncia da presenca e ativacdo de outros tipos de células, como microglias e
astrocitos. Além disso, as concentracdes de IL-1p utilizadas em modelos animais por
meio de injecBes intracerebroventriculares (30 ng/mL)%8485 3o superiores as
concentragdes utilizadas no presente estudo. Ademais, estudos em modelos celulares que

observaram dano ocasionado pela IL-1f (50 ng/mL)*?* também utilizaram
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concentracdes superiores as concentracdes utilizadas neste trabalho. Nesse sentido, faz-

se necessario avaliar os efeitos da IL-1 em concentragdes maiores da mesma.

Ademais, visando melhor entender os efeitos da IL-1p observados nesse trabalho,
faz-se necessario novos experimentos para averiguar os niveis de endocanabinoides apos

aplicacdo da citocina no meio de cultura dos neurénios.
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Conclusdo




7 CONCLUSAO

Os resultados encontrados no presente estudo demonstram que neurdnios
diferenciados por 8 dias com &cido Retinoico e BDNF apresentaram caracteristicas de um
fendtipo neuronial maduro, ratificando que o processo de diferenciacdo utilizado neste
estudo foi eficiente. Os resultados também demonstram que as diferentes concentragdes
de IL-1p utilizadas modificaram a expressdo de componentes do SECB e, ainda, levou a
um perfil de aumento na expresséo de SYP. Por outro lado, as diferentes concentragoes
de IL-1B ocasionaram reducdo no comprimento dos prolongamentos neuriticos e
diminuiram a expressdo de actina, demonstrando que a aplicacdo da citocina afetou

componentes morfoldgicos dos neurénios.
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