INTRODUCAO

A morte celular pode se manifestar de varias formas e por isso, pode ser
classificada através de diferentes critérios, por exemplo: critérios histologicos,
enzimaticos, aspecto funcional ou caracteristicas imunologicas . Utilizando o
critério histoldgico, temos a apoptose e a necrose. A expressao apoptose é
utilizada para descrever o arredondamento celular, retracao de pseuddpodes,
reducao do volume celular (picnose), condensacdao da cromatina,
fragmentacdao do nucleo (cariorréxis), pouca ou nenhuma modificacao
estrutural das organelas citoplasmaticas e vesiculacado da membrana
plasmatica. A necrose € caracterizada por aumento do volume celular,
inchaco das organelas, ruptura da membrana plasmatica e consequente
perda do conteudo intracelular.

A cultura organotipica trata-se de um meétodo que mantém fatias de um
determinado tecido em cultivo, sobre uma interface entre o ar e o meio de
cultivo. Uma de suas principais caracteristicas € manter a organizacao e a
arquitetura do tecido como se da in vivo, permitindo uma manipulagao mais
flexivel do que em um método in vivo e uma reducao significativa no numero
de animais utilizados .

A citometria de fluxo € uma das técnicas mais utilizadas para a avaliacao de
morte celular. Dessa forma, a padronizacao da morte celular em cultura
organotipica de hipocampo de ratos através desta técnica € o objeto de
estudo desse trabalho. Para isso, foram utilizados os indutores glutamato e
estaurosporina como marcadores positivos de morte necrotica e apoptotica,
respectivamente.

METODOLOGIA

Cultura organotipica de hipocampo de ratos Wistar machos (6-8 dias )
durante 14 dias

Universidade Federal de Rio G

Tratamento das fatias com Glutamato (5mM) e Estaurosporina (1uM)
por 24 horas

Dissociacao das fatias em tampao PBS contendo 1% de colagenase e
1% de DNase seqguido de filtracao

Analise da Morte Celular por Citometria de Fluxo com Anexina V e
lodeto de Propidio (FACS Calibur, BD Bioscience)

Quantificacao atraves do software FCS EXPRESS 4 FLOW

As células foram classificadas em: células viaveis (Anexina V -/PI -),
células em apoptose inicial (Anexina V +/PI -), células em apoptose
tardia (Anexina V +/PI +), células em necrose (Anexina -/Pl +)
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Fig. 1: Caracterizacao populacional de culturas organotipicas de

4

hipocampo de ratos por citometria de fluxo. (A) Dot Plot de tamanho
(FSC-H) x granulosidade (SSC-H). (B) Grafico de densidade populacional.
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Fig. 2: Caracterizacdao da morte celular por Anexina V/Pl induzida por

glutamato (5mM/24 h) em cultura organotipica de hipocampo de ratos
(n=6).
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Fig. 3: Caracterizacao da morte celular por Anexina V/PI induzida por
estaurosporina (1uM/24 h) em cultura organotipica de hipocampo de ratos
(n=6).

CONCLUSOES

A técnica de citometria de fluxo se mostrou um bom método para

caracterizacao e quantificacao da morte celular em fatias organotipicas

hipocampais de ratos. A concentracao de 5mM de glutamato por 24 h foi capaz
de induzir significativa marcacao com PI, indicando morte celular por necrose
(Anexina-/Pl+). Enquanto o tratamento das fatias com estaurosporina 1 pM
durante 24 h resultou em uma significativa marcacao com Anexina V indicando
apoptose inicial (Anexina V+/PI-).
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