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Para que se alcancem todos os desejos,
Volta os olhos para a luz da aurora!
Deixa-te levar por esse encantamento,
Afasta para longe o véu do sono! |
Nao tenhas medo de um gesto atrevido,
Enquanto o vulgo hesita e se extravia!
Tudo conseguem os nobres espiritos
Que sabem compreender e decidir.

FAUSTO J. W. Goethe



Neurdnios corticais em co-cultura com monocamada secundéria de astrocitos.
As células nervosas foram marcadas por imunocitoquimica anti-neurofilamento.
Os nicleos dos astrocitos utilizados como substrato apresentam uma fraca
marcacdo inespecifica. Barra 50 pum.
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Fatores neurotroficos secretados por astrocitos prolongam a sobrevivéncia € promovem
o crescimento neuronal in vitro. Efeito semelhante é obtido pela despolarizagdo com
elevadas concentragdes de K numa variedade de tipos neuronais. Entretanto, os
astrocitos também podem secretar agentes neurotdxicos. Uma das formas de provocar
este tipo de reagéio € através da adigéio de LPS, que induz a expressdo da enzima NOS
além da secregfo de citocinas pré-inflamatérias. Nosso objetivo foi investigar a morte e
a neuroprote¢do de neurdnios corticais, com especial enfoque para a interagdo entre
estas células nervosas € os astrocitos. Para tanto, estudamos o efeito da estimulagio de
astrocitos com LPS na tentativa de verificar se a mesma desencadearia neurotoxicidade.
Por outro lado, para estudar a neuroprote¢éio, propomos um modelo de injuria neuronal
por insuficiéncia de fatores tréficos, no qual testamos o efeito de elevadas concentragdes
de K' e o bloqueio de canais de K™ do tipo 1. Na preparagdo das culturas primarias de
neurdnios corticais, utilizamos embrides com 16 dias de gestagdo e, para as de
astrocitos, neonatos com no méximo 24 h, pertencentes a cepa Sprague-Dawley. Em
nosso estudo sobre neurotoxicidade, empregamos o iondforo de Ca** A23187 em
culturas puras de neurdnios corticais. Nestes casos, as concentra¢gdes neurotéxicas
promoveram morte com caracteristicas necréticas. Em outro paradigma, a substituigdo
do meio de cultura demonstrou ser um eficiente promotor de dano neuronal.
Observamos que este tipo de procedimento desencadeia um mecanismo excitotoxico
mediado por receptores NMDA, dependente da idade da cultura, e um outro relacionado
com a restricio de fatores troficos que independe desta situagdo. Além disso,
verificamos que o meio condicionado e as elevadas concentragdes de K™ apresentam
significativos efeitos neuroprotetores contra a injuria provocada por trocas de meio e
que a adicdo de DTX e 4-AP mimetiza esta agfo tréfica atuando através de canais de
Ca®* voltagem-dependentes do tipo L, sensiveis a nifedipina. Por outro lado, a LPS nfo
diminuiu a viabilidade de células PC12 indiferenciadas ou neuronais quando estas
encontravam-se em co-cultura com astrdcitos e também nfo provocou neurotoxicidade
em culturas de neurOnios corticais puras, mistas ou co-culturas. Entretanto, o meio
condicionado por monocamadas secunddrias de astrdcitos previamente estimuladas com
a endotoxina, exerceu um efeito neurotoxico quando utilizado em culturas corticais
puras. Desta forma, as monocamadas estimuladas parecem ter liberado um fator difusivel
cujo efeito s6 foi observado em culturas neuronais puras, parecendo depender da
interagdo neur6nio-astrocito, pois em co-cultura ndo foram observados danos neuronais.
A atividade NOS destas culturas secundérias que condicionaram o meio, foi avaliada
pela quantificagdio dos niveis de NO,” acumulados no meio, através da técnica de Griess
e pela demonstragdio da atividlade NADPH-diaforase. N&@o obtivemos evidéncias da
participacdo da via nitridérgica, restando para ser estudada uma provavel resposta
inflamato6ria mediada por citocinas liberadas pelos astrocitos. Assim, observamos que os
astrocitos corticais podem secretar no meio de cultura tanto fatores neurotéxicos quanto
neuroprotetores. Demonstramos também, que as correntes de K do tipo I, podem ter
um papel na sobrevivéncia de neur6nios corticais embrionarios.
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1. Morte celular

Para uma célula eucarionte de um organismo multicelular o tnico evento
indubitavel, ao longo de seu ciclo vital, ¢ a morte. Este processo pode ocorrer
passivamente, advindo de uma injiria externa ou ativamente, em resposta a um

requerimento interno com bases genéticas ou epigenéticas.

No primeiro caso, a célula irreversivelmente atingida apresenta um aumento
significativo da permeabilidade de sua membrana plasmidtica, como conseqiiéncia da
ativagdo de fosfolipases dependentes de célcio associadas a membrana (Farber et al.,
1981; Trump et al.,, 1981; Trump et al.,, 1984; Orrenius et al.,, 1989). Este fen6meno
acarreta um comprometimento da sua integridade, liberagdo de enzimas lisossomicas e
caridlise. Tais eventos sdo acompanhados por inflamac¢io exudativa e caracterizam um

processo denominado necrose (ver Tab.1).

No segundo caso, a célula segue um programa de auto-destruicdo que obedece
a uma determinacdo funcional, denominando-se morte celular programada. Em algumas
circunstancias deste caso, o aspecto morfo-funcional que a célula assume, de forma
ativa, caracteriza um processo de morte chamado apoptose (ver Tab.1). Em ambas
situa¢Ges, ndo hd extravasamento de material citoplasmatico nem subsegiiente inducdo

de resposta inflamatéria (Raff, 1992).

Entretanto, € necessdrio ser criterioso com o uso destes termos, pois, embora
muitos exemplos de apoptose se tratem de uma auténtica morte celular programada, nem

toda morte programada ocorre sob forma de apoptose. Deve-se considerar que a morte



celular programada ¢ uma descrigéio funcional e fisiolégica, enquanto apoptose é um
termo que descreve uma série distinta de caracteristicas morfoldgicas, celulares e
moleculares observadas em um tipo de morte celular. Talvez o exemplo mais claro desta
diferenca seja que, em alguns casos, pode-se induzir com drogas citotdxicas e estimulos
fisicos, a morte com caracteristicas morfologicas e bioquimicas de apoptose, onde esta

ndo ocorreria sem a alterag@o do meio celular (Martin et al., 1994).

Tabela 1. Caracteristicas da morte celular programada, apoptose e necrose

cina-D e cicloheximida

cina-D e cicloheximida

Caracteristica Morte Celular Apoptose Necrose
Programada

Morfologia Condensagdo celular, Condensagéo celular, Ruptura celular
fragmentagdo fragmentac#o

Integridade Persiste Persiste Perda precoce

da membrana

Mitocdndrias Freqiiente onda especi- Nio afetadas Edema, captura
fica de autofagocitose de Ca*

Cromatina Condensada, eletrodensa | Disposi¢do marginal Picnética

Fase oculta Vérias horas Minutos ou horas Ausente

Sintese proteica | Bloqueada algumas Bloqueada algumas Nio afetada por
vezes pela actinomi- vezes pela actinomi- antibidticos

Origem Desenvolvimento ¥ horménios tréficos ou Toxinas, trauma,
embriondrio ¢ estimulo hipertréfico, hipoxia, grande
metamorfose suave estimulo téxico variacfo do pH, etc.

Mudancas Algumas vezes A enzi- Sem A+ lisossomas; Ruptura de

citoplasmiticas mas lisoss6micas, ex- expressdo de c-myc lisossomas
pressdo de c-myc € c-fos e c-fos ?

Mudangas Sem DNA com padrdo DNA com padréo Degradagdo difusa

nucleares em escada em escada do DNA

Primeiro sinal W sintese protéica Ativagfo de endonuclease Edema celular

V¥ Diminuigio de A\ Aumento de

Modificado de Lockshin & Zakeri, 1991.

Desta forma, a morte celular programada algumas vezes pode

apresentar

determinadas caracteristicas que permitam denomina-la apoptética. Este tipo de morte

apresenta um significado biologico, fungdo homeostatica, e uma natureza essencialmente



distinta da morte necrética (degenerativa), a qual parte de mudangas acidentais no
ambiente das células afetadas (Ledda-Columbano & Columbano, 1991; Kerr & Harmon,

1991).

A morte celular parece desempenhar importante papel ontogenético, sendo uma
etapa normal do desenvolvimento de muitos tipos diferentes de células, tecidos e 6rgdos.
Pode servir para eliminar células cuja fungfo transitéria foi perdida (como a cauda do
girino) sendo chamada de morte celular metamérfica (Kerr et al., 1974; Lockshin, 1981),
e também para remover Orgdos vestigiais (préo e mesonéfrons, arcos adrticos € cauda
humana) que degeneram durante o desenvolvimento, denominando-se morte celular

filogenética (Raynaud, 1977).

Ha também células que sdo sacrificadas no processo de modelagem do corpo
(Glucksman, 1951; Saunders, 1966), como nas regibes entre os dedos em
desenvolvimento dos amniotas (Hammar & Mottet, 1971), em um processo referido
como morte celular morfogenética, a qual também ocorre no sistema nervoso (Cuadros
& Rios, 1988; Finlay & Pallas, 1989; Hanklin et al., 1988; Levi-Montalcini, 1950; Silver,

1978).

Finalmente, no sistema nervoso ocorre um outro tipo de morte celular que pode
ser exclusiva deste tecido e que tem sido descrita como histogenética, fisiologica,
probabilistica, epigenética, programada ou do desenvolvimento. Neste processo hd uma
perda significativa de neur6nios em determinadas populagdes (20-80%), num estigio

relativamente tardio da maturagdo, sendo seguido pela expressdo fenotipica de muitas



das caracteristicas de determinadas células, tais como aumento do numero de proje¢des

axonais para alvos pos-sinapticos (Oppenheim, 1991).

Para muitos investigadores, foi dificil aceitar que mecanismos degenerativos
fisiolégicos ocorressem simultaneamente com a ontogénese, onde processos
proliferativos e do desenvolvimento acontecem. Por exemplo, neurdnios imaturos
aparentemente saudéveis, podem passar a uma situagdo de morte e fagocitose em poucas
horas (Oppenheim, 1991). Talvez por isso, casos de degeneragdo algumas vezes

observados tenham sido desconsiderados ou relatados como patolégicos.

Em adigfio, parece haver uma grande proximidade entre os mecanismos que
regulam os processos proliferativos € os de morte celular (Ledda-Columbano &
Columbano, 1991; Raff, 1992). Somando-se a isso, a sobrevivéncia celular aberrante
resultante da inibicdo da morte celular programada (apoptética) parece contribuir, em
muitos casos, para a oncogénese. Surge assim um novo enfoque a oncologia molecular
considerando-se que a taxa de morte, além do controle da proliferagdo, também ¢é

importante neste processo (Williams, 1991).

Hoje sabemos que a redugdo do nimero de células ¢ fundamental para a
constituicdo funcional de alguns tecidos, especialmente o nervoso. Desta forma,
devemos ver um sentido bioldégico na morte celular programada (apoptdtica), tanto na
ontogénese quanto num organismo adulto, onde esta parece desempenhar importante
fungdo na regulagfo da taxa de reposi¢do e na localizagdo de determinadas células. De

certa maneira, a morte celular parece ser essencial para a organizagdo da vida.



1.1. Morte celular programada e apoptose

Embora a existéncia da morte celular em embrides ja fosse conhecida desde o
século XIX, apenas na década de 60 houve uma abordagem do tema de maneira
experimental surgindo o termo "morte celular programada" (Lockshin & Beaulaton,
1974; Lockshin & Zakeri, 1991; Saunders, 1966). No mesmo periodo, com os estudos
histoquimicos sobre altera¢des lisossomicas no figado isquémico realizados por Kerr
(1965), surgiram evidéncias da existéncia de dois tipos morfologicamente distintos de
morte celular, posteriormente identificados como necrdtico e apoptitico. A palavra
apoptose provém do grego e refere-se ao processo de queda das folhas das arvores ou

pétalas das flores (Kerr et al., 1972).

Na concepgdo de Saunders (1966) as células poderiam cometer suicidio frente a
uma solicitagdo do organismo, utilizando para tanto seus proprios meios. Esta acgfio
responderia a um imperativo evoluciondrio de nutricdo ou manutenc¢fo do organismo e,
logo, as comparag6es foram extendidas para a diferenciag¢@o terminal da epiderme e aos

eritrocitos de mamiferos.

Com este enfoque, a morte celular programada pode ser vista como um evento
do desenvolvimento, originado como resposta a um estimulo determinado. Ainda nfo
esta claro se este fendmeno e a apoptose sfo essencialmente distintos ou se as diferengas
observadas refletem meramente prioridades celulares diversas (Lockshin & Zakeri,

1991). Neste ultimo caso, seria possivel que as caracteristicas do colapso variassem de

acordo com a biologia da célula em questdo.



Além disso, outros autores tém apontado a possibilidade de uma maior

diversidade de mortes fisiologicas. Por exemplo, Schweichel & Merker (1973)

identificaram trés tipos de morte celular que ocorrem no desenvolvimento dos tecidos:

a) degeneragdo sem qualquer papel detectavel dos lisossomas da prépria célula, seguida

pela destruicdo dos fragmentos celulares nos lisossomas secunddrios de células

fagociticas (heterofagocitose); b) degeneracdo resultante da atividade lisossomal

endogena (autofagocitose), e ¢) morte celular sem qualquer envolvimento aparente

destas organelas. Clarke (1990) subdividiu este tltimo tipo, descrevendo assim, um

numero ainda maior de casos morfologicos de mortes celulares ndio patoldgicas (ver

Tab. 2).

Tabela 2. Sumadrio dos trés tipos principais de morte celular, segundo Clarke

se eletrodenso

mente alargado

que fusionam-se
entre si e com o
espago extracelular

Tipo 1 Tipo 2 Tipo3 A Tipo3 B
Designacgdes | Apoptose Morte celular autofagica | Desintegragio Tipo citoplasmatico
Necrose de contragéo néo lisossomal
Picnose precoce
Morte celular de tipo
nuclear
Niicleo Condensagéo nuclear | Picnose em alguns casos | Vacuolizagéo tardia; | Aumento tardio na
Agrupamento de cro- | Partes do nicleo podem | subseqgiiente granulosidade da
matina produzindo evaginar ou segregar desintegragéo cromatina
picnose evidente
Membrana Convoluta, formando | Endocitose, aspecto Rupturas Arredondamento
Celular bolhas borbulhento celular
Citoplasma Perda de ribosomas do | Vactolos autofagicos Desintegragdo geral; | Dilatagdo do RE,
RER e dos polisomas; | abundantes; RE e mito- | dilatagfo de carioteca, Golgi, e
citoplasma reduzido condrias algumas vezes | organelas, formando | algumas vezes de
em volume, tornando- | dilatados; Golgi geral- | espagos "vazios”" mitocondrias,

formando-se espagos
"vazios"

Modificado de Clarke, 1990.

O significado de uma classificaciio rigida de varios tipos de degeneragdo

morfologica entra em choque com a possibilidade de que cada tipo possa refletir

diferentes mecanismos celulares e moleculares estado-dependentes, com correspondente




diversidade de etapas indutiveis e vias intracelulares. Seria de considerdvel interesse
saber se todos os neurdnios exibem modos similares de degeneragdo quando deprivados
de moléculas tréficas, e se a morte celular fisiologica e a que ocorre na doenca
neurodegenerativa ocorrem por vias de degeneracdo similares ou ndo (Lockshin &

Zakeri, 1991).

1.1.1. Caracteristicas do mecanismo apoptético

A apoptose ocorre a partir da ativagio de um programa de suicidio intrinseco da
célula. O maquinismo basico para desencadear a apoptose parece estar presente em
todas as células de um mamifero, mas a ativagdo do programa de suicidio ¢ regulada por
muitos tipos diferentes de sinais dos meios intra e extracelular. Pelo menos alguns

componentes deste programa tém sido conservados ao longo da filogénese (Steller,

1995).

Até o presente, foram relacionados vérios agentes e condigbes capazes de
provocar morte apoptotica (ver Tab. 3). Esta designagdo poderia advir de um estimulo
nocivo ou mesmo de algum que, em determinadas circunstancias seria benéfico (i. e.,
citocinas). A partir dai, recruta-se uma ou mais das diferentes vias de transdugfo de sinal

paralelas que convergem para a ativagdo de genes da morte (Thompson, 1995).

O ionéforo A23187, que permeia o Ca’* aumentando os niveis citoplasmaticos
deste ion, € conhecido como um potente indutor apoptético em muitos tipos celulares,
sugerindo que o influxo deste cation seja um requisito basico para a apoptose. Isto esta

de acordo com o efeito do Ca** citosélico livre que pode causar profundas alteragdes do



citoesqueleto, provocando as mudancas de forma e tamanho celular caracteristicas da
apoptose Em adi¢fio, pelo menos duas das enzimas envolvidas na auto-destrui¢do
celular, a endonuclease e a trans-glutaminase tecidual, sdo dependentes de calcio (Martin

et al., 1994).

Tabela 3. Alguns agentes e condigdes desencadeantes da apoptose

Ativadores fisiolégicos  _Indutores patologicos _Agentes terapéuticos-__ Toxinas
Familia TNF Oncogens myc, rel e EIA | Drogas quimioterapicas Cicloheximida
TGFp Supressor tumoral p53 " Cisplatina Actinomicina-D
Glutamato e dopamina | Toxinas bacterianas Vincristina Peptideop-amiloide
¥ fatores tréficos Chogque térmico Doxorubicina A23187
¥ matriz extracelular Infeccdo viral Metotrexato Etanol
Calcio Células T citotdxicas Citosina Arabinosideo
Glicocorticoides Oxidantes
Oxido nitrico Radicais livres Radiagfio gama, beta e UV

‘- Privagiio de’ e e Medificado de Thompson, 1995.

Por outro lado, o influxo de Ca™ nem sempre acompanha a morte apoptotica,
havendo varios exemplos de sua ocorréncia na auséncia deste ion (Rodrigues-Tarduchy
et al., 1990; Lee et al., 1993). Além disso, foi descrito que o uso de A23187 retarda a
apoptose espontinea de neutréfilos humanos senescentes (Whyte et al., 1993). Talvez a
aparente agdo controversa deste ion6foro seja devida a sua relativa tolerancia a outros
cations divalentes como o Zn**, que bloqueia a apoptose em muitos sistemas
(Thompson, 1995). Em adigfo, a carbamazepina, indutora de morte apoptética de
neurdnios cerebelares em cultura, parece mediar a neurotoxicidade ao limitar a
concentragdo intracitoplasmética de Ca®*, mantida a partir da agdo do glutamato

end6geno sobre receptores N-metil-D-Aspartato (NMDA) (Gao et al., 1995).
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Igualmente contraditéria é a participagdo da proteina quinase C (PKC) na
apoptose, pois foi demonstrado que tanto sua ativagiio (Rodrigues-Tarduchy & Lopes-
Rivas, 1989), quanto sua inibi¢do (Kizaki et al., 1989), impedem a apoptose. Somando-
se a isso, na linhagem celular HL-60, este tipo de morte ¢ relativamente independente da

ativacdo ou inibi¢do desta enzima (Martin et al., 1994).

O cétion Zn®" tem sido descrito como um bloqueador apoptético cujo sitio de
ac@o ainda é desconhecido, embora a endonuclease atuante neste processo tenha sua
atividade suprimida na presenca deste ion (Nieto & Lopes-Rivas, 1989; Martin & Cotter,
1991). Se o Zn*" ¢ capaz de inibir alteragdes nucleares caracteristicas da apoptose,
parece que o mesmo ndo acontece com aquelas que transcorrem a nivel citoplasmatico,
o que esta de acordo com estudos que demonstram que a maioria dos aspectos deste

processo independem da expressdo de novos genes (Steller, 1995).

Outra condi¢@io capaz de desencadear morte apoptotica € o estresse oxidativo
(Buttke & Sandstrom, 1994), o qual provoca apoptose em neurdnios corticais em
cultura (Ratan et al., 1994). A morte apoptotica destes neuronios, induzida por estresse
oxidativo, foi proposta como modelo para estudo do mecanismo de agio de radicais
livres neste neurb6nios (Ratan & Baraban, 1995). Neste modelo in vitro, um dos critérios
utilizados para determinar a ocorréncia de apoptose foi a clivagem do 4&cido

desoxirribonucleico (DNA).

A fragmentacgfio internucleosomal do DNA de células apoptoticas, descrita pela

primeira vez por Wyllie (1980), é uma medida qualitativa de uma etapa nem sempre
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presente neste processo (Oberhammer et al., 1993), mas que segue sendo largamente

utilizada na identificacfo deste tipo de morte celular.

O significado da quebra do DNA ainda ndo estd claro, podendo ser simples
conseqiiéncia da alteragfo i0nica ou apresentar uma func¢do bioldgica como a de tornar o
evento irreversivel pela destrui¢do da informagdo genética ou facilitar a fagocitose dos

corpos apoptoticos (Martin et al., 1994).

Antes da fragmentaggo internucleosomal do DNA, este ¢ clivado em fragmentos
de 300 e/ou 50 kpb (Oberhammer et al., 1993), talvez pela topoisomerase II, que ocorre
com uma periodicidade de 300 kpb ao longo da cromatina (Martin et al., 1994). A
formacdo destes fragmentos ocorre em células que nfo clivam seu DNA em regides
internucleosomais mas que apresentam condensagdo da cromatina, indicando que este

aspecto deve ser decorrente da formacdo destes fragmentos longos (Oberhammer et al.,

1993).

1.2. Morte celular necrotica

Este tipo de morte se caracteriza pelo edema celular, ruptura da membrana
plasmdtica e do sistema de membranas internas e culmina com a subseqiiente liberagio
do contetido celular. Este extravasamento, devido a perda da integridade das
membranas, acarreta um processo inflamatério (Raff, 1992). A necrose geralmente se
verifica em situagdes patoldgicas ou de injuria, decorrente de um desvio radical das
condi¢bes fisiologicas. Este tipo de morte celular, quando desencadeado, ¢ irreversivel

mesmo apos intervencgio terapéutica (Tomei & Cope, 1991).
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O edema neuronal seguido de morte, decorrente da exposi¢do de culturas
corticais ao aminoéacido glutamato, foi descrito por Choi e colaboradores (1987). Desde
entdo, este neurotransmissor e seus agonistas, vem sendo utilizados como agentes
neurotoxicos mediadores de excitotoxicidade. O termo “excitotoxicidade” se refere a
propriedade paradoxal, partilhada pelo glutamato e outros andlogos excitatérios
especificos, de causar neurodegeneragdo aguda pela excessiva estimulagfo de receptores
ionotrépicos para aminoacidos excitatérios (receptores atrdves dos quais o glutamato
funciona fisiologicamente como neurotransmissor). Os mecanismos precisos pelos quais
a ativagdo excessiva destes receptores conduz a morte neuronal aguda nio sdo bem
comprendidos, embora o aumento da permeabilidade da membrana e o influxo anormal

de Na”, CI' e Ca** desempenhem importantes papéis (Olney, 1994).

O agonista glutamatérgico NMDA, quando administrado em baixas
concentragGes a culturas de neurfnios corticais, demonstrou desencadear morte
neuronal com caracteristicas apoptdticas. Entretanto, a exposi¢@o intensa das culturas a
altas concentragbes de NMDA, induziu dano neuronal necrético caracterizado por
edema agudo e ruptura neuronal (Bonfoco et al., 1995). A agdo promotora de necrose
do NMDA em culturas de neurdnios corticais pode ser potenciada por neurotrofinas

(Koh et al., 1995) e depende da densidade de astrdcitos nestas culturas (Rosenberg &

Aizenman, 1989).
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2. Interaciio neurdnio-astrocito

Os astrocitos foram inicialmente considerados elementos passivos de suporte
estrutural e metabdlico para os neurdnios. Atualmente, atribui-se papéis decisivos a estas
células na fisiologia, no desenvolvimento e na patologia do sistema nervoso (Bronstein
et al., 1995; Desagher et al., 1996; Giulian et al., 1993; Hewett et al., 1994; Kim &
Téuber, 1996; Rosenberg & Aizenman, 1989). Constituem uma familia de células que
apresenta heterogeneidade regional com respeito aos tipos de enzimas, marcadores
antigénicos, transportadores, receptores, € aos canais idnicos que possuem (Hansson,

1990; Wilkin et al., 1990).

Os astrécitos tém essencial participacdo na manuten¢do neuronal in vivo. Da
mesma forma, estas células mantém neurénios in vitro, secretando um grande mimero de
fatores neurotréficos que prolongam a sobrevivéncia e promovem o crescimento de
neurdnios em cultura (Giulian et al.,, 1993). Além do suporte trofico, astrécitos em
cultura protegem neurdnios da toxicidade mediada por aminodcidos excitatorios
(Rosenberg & Aizenman, 1989), influenciando a excitotoxicidade através da modulagéo
dos niveis extracelulares de glutamato, K™ e H™ (Hewett et al., 1994). Da mesma forma,
preservam os neurdnios da toxicidade mediada por perdxido de hidrogénio (H,0,),
principalmente através da agio de catalases (Desagher et al., 1996). Por essa razio, em
estudos de neurotoxicidade, sdo utilizadas em geral culturas neuronais pobres em

astrgcitos, que sdo tipicamente mais sensiveis a neurotoxinas (Bronstein et al., 1995).

2.1. Astrécitos: Substrato ideal para neurdnios
Inicialmente, a partir de estudos anatdmicos, determinou-se que os astrocitos

cumprem uma fungdo de substrato durante o desenvolvimento do sistema nervoso
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central (SNC). A glia radial (Schmechel & Rakic, 1979) por exemplo, estd presente em
todas as regides do cérebro durante o pico de migracio dos somas neuronais (Levitt &
Rakic, 1980). Entretanto, apesar dos indicios da importancia da superficie astrocitaria
durante o desenvolvimento, estudos de interag@o neurdnio-glia in vitro enfocaram
predominantemente os efeitos dos fatores difusiveis produzidos pela glia, sendo um

exemplo o trabalho de Varon & Adler (1981).

No sentido de esclarecer a importéncia de astrocitos utilizados como substratos,
Noble ¢ colaboradores (1984) examinaram as conseqiiéncias de interagées de superficie
destas células sobre o crescimento de diferentes tipos de neurOnios centrais in vitro.
Neste caso, o crescimento neuronal sobre monocamadas de astrocitos corticais
apresentou trés efeitos: a) a extensio neuritica foi maior quando comparada com
substratos ndo ghais, b) os corpos celulares geralmente permaneceram dissociados, e
¢) os neuritos demonstraram a tendéncia de ndo formar fasciculos, preferindo a
superficie astrocitaria que a de outros prolongamentos. Quando semeados sobre
substratos ndo gliais, o crescimento neuritico foi substancialmente reduzido, formando-

se agregados de somas e reuniio de prolongamentos, originando-se fasciculos.

A influéncia dos astrocitos sobre o crescimento neuronal poderia teoricamente
ser devida a interagdes de superficie celular ou a fatores soliveis (Adler et al., 1981).
Entretanto, Noble e colaboradores (1984), demonstraram que neurdnios semeados sobre
astrocitos, crescendo em meio condicionado por células nfo gliais ou sobre células nfo
gliais crescendo com meio condicionado por astrdcitos, apresentaram crescimento

neuronal caracteristico para a monocamada sobre a qual estavam em contato.
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Além disso, quando os neurdnios cresceram sobre monocamadas de astrocitos mortos
por calor, o padrio morfolégico foi o mesmo dos que estavam em contato com
monocamadas irmis vivas. Estes autores sugerem a existéncia de hierarquias de
aderéncia para neurénios no SNC, afirmando que o uso de monocamadas de astrdcitos
como substrato padrdo seria util no estudo de populagdes neuronais em culturas de

células dissociadas.

Assim, ficou caracterizada a preferéncia por uma monocamada de astrécitos
corticais, para a extensfio neuritica, demonstrando que este efeito relaciona-se com
moléculas de superficie destas células gliais (Fallon, 1985). Além disso, nestes casos, o
meio condicionado por astrdcitos nio mimetiza o efeito da presenga destas células gliais

(ver Tab. 4).

Tabela 4. Extensdo neuritica ndo é afetada pelo meio condicionado

Fonte do-meio-condicionado-  Tipo de-monocamada  Crescimento (um h™')

Astrécitos Astroécitos 311
Fibroblastos Astrdcitos 33+3
Controle Astrécitos 34+2
Astrocitos Fibroblastos <5
Fibroblastos Fibroblastos <S5
Controle Fibroblastos <5

- Extraido de Fallon, 1985.

Desta forma demonstrou-se uma relagéo de intera¢do do tipo célula-especifica,
coerente com estudos que demonstram que neurénios sdo dependentes da matriz

extracelular para sobreviver (Ernsberger et al., 1989).



16

2.2. Astrocitos: Condicionadores do meio de cultura

Ha muito tempo atribui-se as células gliais um papel trofico na manutengio
neuronal, corroborando esta atribuicdo, astrocitos suportam o crescimento e a
sobrevivéncia de neurdnios in vitro (Ferrara et al., 1988; Manthorpe et al., 1989). Estas
células gliais liberam constitutivamente no meio de cultura, proteinas com peso
molecular maior do que 10 kDa que promovem o crescimento neuronal (Giulian et al.,

1993).

Conforme Banker (1980), culturas primdrias de astrécitos liberam fatores no
meio que promovem o crescimento e prolongam a sobrevivéncia de neurbnios
hipocampais de rato in vitro. Estes efeitos neurotréficos, mediados pelo meio
condicionado por monocamadas de astrdcitos, demonstraram ser reversiveis. Neste caso,
quando o meio condicionado foi substituido por meio controle, o nimero de neurénios
com prolongamentos diminuiu rapidamente aos niveis dos controles. O fator promotor
de crescimento produzido pelos astrocitos parece ter de estar continuamente presente no
meio para ser efetivo. Talvez este nfio se ligue ao substrato em quantidades suficientes
para mediar a extensdo neuritica quando o meio condicionado ¢ trocado pelo meio
controle. Além disso, o autor propde o uso do meio condicionado por astrécitos na

manutengdo de neur6nios centrais em culturas desprovidas de células gliais.

Para evitar a excitotoxicidade pelo glutamato presente no soro fetal bovino, Kim
& Tauber (1996) expuseram o meio com soro a uma monocamada astrocitdria durante
24 h, antes de utiliz4-lo nas culturas neuronais, para remog¢&o do aminoacido. Em outro

exemplo de neuroprotegdio mediada pelo meio condicionado, neur6nios dopaminérgicos
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do mesencéfalo foram protegidos dos efeitos téxicos da L-dihidroxi-fenil alanina (L-

DOPA) por fatores neurotréficos soltiveis produzidos pela glia (Mena et al., 1996).

3. Neurdnios corticais em cultura

O cortex cerebral € uma estrutura laminar composta de muitos tipos neuronais
distintos, os quais podem ser dissociados para estudo in vitro (Huettner & Baughman,
1986). A cultura celular € uma técnica til para o estudo da fungfo e desenvolvimento de
células dos sistemas nervoso central e periférico (Fischbach & Nelson, 1977). Em uma
preparagdo de cultura celular, neuroblastos e neurdnios indiferenciados séo transferidos
do ambiente natural para um sistema bi-dimensional com condi¢des controladas. Varios
tipos neuronais em cultura, demonstraram as mesmas caracteristicas morfologicas

observadas in vivo (Scott et al., 1969; Fischbach, 1970; Dichter, 1978).

Entretanto, a dissociag@io da estrutura altamente organizada do cortex cerebral
torna dificil a identificacdo dos diferentes tipos morfolégicos de neurénios em cultura
(Huettner & Baughman, 1986). Neste sentido, Kriegstein & Dichter (1983) propdem
uma classifica¢do para comparar a descrigdo dos neurdnios do neocortex in situ,
baseados em estudos com a técnica de Golgi. Segundo estes autores, os tipos celulares
principais (piramidal, fusiforme e multipolar) podem ser encontrados tanto in vitro
quanto in situ. Sugerem que os trés padrOes representam tipos celulares distintos,
diferenciados dentre diferentes linhas, ainda que no ambiente relativamente
desestruturado da cultura (Fig. 1). Estas caracteristicas morfologicas principais, seriam
intrinsecas do desenvolvimento das células, dispensando um meio organizado para a sua

expressio. A morfologia dos neurénios do neocértex que cresceram em cultura
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demonstrou que estes desenvolvem dois tipos de prolongamentos, um dendritico e um

axoOnico (Kriegstein & Dichter, 1983).

Figura 1. Relacdo de padroes de ramifica¢do axonal com o tipo neuronal

A esquerda sdo demonstrados esquemas obtidos a partir de fotografias de neur6nios corticais
preenchidos com Lucifer-yellow; a direita somente os axénios € o soma representados com
desenhos de camara licida. A e B sdo exemplos de neurdnios tipo piramidal com ax6nios que tém
colaterais em arco. C e D, sdo grandes neurdnios multipolares com prolongamentos axdnicos
ramificando no campo dendritico. E, exemplo de um grande neurénio fusiforme com um longo
axonio, relativamente desprovido de ramificagSes. Barra 100 um. Segundo Kriegstein & Dichter,
1983.
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Viarios trabalhos descrevem que os neurdnios corticais em cultura sdo
principalmente GABAérgicos (Dichter, 1980; Nowak et al., 1982; Yu et al., 1984).
Nestes tipos de culturas, obtidas de embriGes com 14 a 17 dias de gestagdo, os
neurdnios passam a demonstrar sensibilidade a injiria mediada por glutamato a partir do

7° dia in vitro (Choi et al., 1987; Keilhoff & Erdo, 1991).

Altera¢cdes morfologicas que acompanham a morte de neurbnios corticais em
cultura foram monitoradas eletrofisiologica e visualmente durante a inje¢do de corante
(Kriegstein & Dichter, 1983). Os processos celulares rapidamente desenvolvem
varicosidades coincidentemente com a perda do potencial de repouso. Os dendritos finos
sdo mais freqiientemente afetados, mas em uma injuria mais severa, tal como a ruptura
da membrana somatica, a totalidade dos neuritos desenvolve varicosidades em poucos

segundos (Fig. 2).

Figura 2. Mudanga morfoldgica associada a injuria neuronal
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Um neurdnio cortical apresentando processos com aspecto de rosirio, segundos apos ter sido
injetado com corante e lesado com um microeletrodo. Barra 100 um. Segundo Kriegstein &
Dichter, 1983.
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Possivelmente os neuritos com aspecto de rosario, observados em alguns
neurOnios corados com os métodos de Golgi-rapido e Golgi-Kopsch também
representem uma resposta similar a injuria (Garey, 1971; Valverde, 1971; LeVay, 1973;

Lund, 1973).

4. Injiria neuronal in vitro

Estudos de neuroprotegfio, degeneracdo e regeneracdo de neurdnios centrais
partem de uma descri¢do dicotdmica da situagfo neuronal, assumindo um estado de vida
ou morte. Entretanto, dentro de certos limites pode haver uma oscilagdo entre estes dois
extremos fruto do balango de determinantes internos e externos. Segundo Isacson
(1993), os neurbnios subsistem em um equilibrio dindmico constantemente influenciado
por mudancas fisiolégicas extracelulares e mecanismos intracelulares, determinados a

responder a estimulos externos enquanto mantém a integridade estrutural.

Insulto, choque e estresse sdo termos utilizados para descrever um dano
neuronal reversivel, induzido por diferentes fatores e condi¢des, nem sempre associado
com altera¢cGes morfoldgicas. Os insultos neuronais reversiveis ndo sdo ficeis de ser
estudados ja que a injuria abaixo de um limite neurotéxico freqiientemente nio gera
neurodegeneragdo ou morte. Por outro lado, alteragbes neuronais devidas a
perturbagdes genéticas ou fisiolégicas podem predispor os neurénios a morrer por

insultos que normalmente ndo desencadeariam a morte (Isacson, 1993).

Além dos insultos reversiveis, os neurdnios podem ser alvos de diferentes

agentes promotores de injuria que conduzem a morte neuronal, tais como excitotoxinas



21

(Choi et al., 1987), radicais livres (Ikeda et al., 1994), citocinas inflamatérias (McGeer &
McGeer, 1995), deprivagdo de fatores troficos (Deckwerth & Johnson, 1993), entre
outros (Fig. 3). Entretanto, é importante salientar que nem sempre a agdo neurotoxica
desencadeada por estes ou outros agentes se da diretamente sobre as células nervosas.

Nestes casos, a participagéo de astrocitos pode desempenhar fungdo significativa.

No contexto neuronal in situ, os astrocitos ocupam um papel morfo-funcional
essencial. Estas células respondem a uma grande variedade de estimulos causadores de
injuria no SNC. Ainda que a maioria das respostas tendam a restabelecer uma condiggo
fisiologica, algumas vezes podem exacerbar ou mesmo provocar novos estimulos

promotores de injiria neuronal (Wilkin et al., 1990).

Nos ultimos anos, aumentaram os relatos da participagio de astrocitos na
neurotoxicidade, metabolizando compostos para formas mais toxicas (por exemplo
MPTP a MPP", Di Monte et al., 1992) ou diretamente secretando agentes neurot6xicos
(por exemplo radicais livres, Skaper et al., 1995, e aminoacidos excitatdrios,

Longuemare & Swanson, 1995).

Junto com a microglia, os astrdcitos constituem a chamada glia reativa, que
responde a diferentes estimulos liberando citocinas. O papel das citocinas pro-
inflamatérias no sistema nervoso relaciona-se com importantes neuropatologias tais
como Doenga de Parkinson (Bronstein et al., 1995), Doenga de Alzheimer (McGeer &
McGeer, 1995), esclerose multipla (Scolding & Lassmann, 1996) e epilepsia (Bock et

al., 1996).



Figura 3. Possiveis mecanismos neurotoxicos em culturas neuronais mistas

A injuria excitotéxica estd diretamente relacionada a ativagfio dos receptores glutamatérgicos (N-metil-D-aspartato, NMIDA; Acido a-amino-3-hidroxi-
5-metilisoxazole-4-propidnico, AMPA; Cainato ¢ Metabotrépico). A despolarizagdio prolongada pode levar a um influxo de Na’, seguido pela entrada
passiva de Cl” e 4gua, provocando edema celular com possivel ruptura da célula. Outro componente estd essencialmente vinculado a ativagfio de receptores
NMDA e a um aumento pronunciado dos niveis intracelulares de Ca**. Por outro lado, a citotoxicidade também pode ser mediada pela exposigdo das
culturas a um ionéforo de Ca** que permeia este cation aumentando seus niveis citosélicos. A estimulagdo do receptor metabotrépico ativa a enzima
fosfolipase C a clivar o fosfatidil-inositol da membrana em trifosfato de inositol (IPs) que mobiliza o Ca** do reticulo endoplasmatico. Outra forma de
aumentar os niveis citosélicos deste cAtion ¢ através da abertura de canais de Ca®* voltagem dependentes (CCVD). O aumento dos niveis citoplasmaticos de
Ca?" ativa o complexo Ca®*-calmodulina (Ca**-CAM) desencadeando a ago de diferentes enzimas que provocam alteragdes celulares e conduzem 4 morte
neuronal. '

Outro agente promotor de injiria neuronal s3o as trocas de meio de cuitura, relacionadas com a ativa¢io de receptores NMDA e/ou com a remogio de
fatores troficos que atuam sobre receptores do tipo tirosina quinase (Tkr). A nitrificagio de residuos tirosina destes receptores por radicais livres, a remogéo
de fatores troficos ou a perda da homeostase do Ca?*, sdo eventos que podem comprometer vias de transducfio de sinal mediadas por fatores tréficos. Estes
resultados alteram os niveis e padrSes de produtos fosforilados influenciando a expressio de genes precoces imediatos celulares (¢eIEGs) que acionam o
programa de morte celular. Este processo pode ser interrompido pelo gene bcl-2 que suprime a apoptose em varios tipos celulares.

A estimulagfio de astrécitos com lipopolissacarideo (LPS) promove a express3o da enzima sintetase do éxido nitrico induzivel (iNOS) acarretando a

liberag@io do radical 6xido nitrico (NO-) e de citocinas inflamatérias. A partir da ativagiio de uma via nitridérgica e/ou inflamatéria também pode ser
desencadeada a neurotoxicidade. Baseado em Vendrell et al., 1993.



GLUTAMATO

TROCAS DE
MEIO

LIVRES

RADICAIS




23

Desta forma, hoje sabemos que os astrécitos sdo células que podem responder
de distintas formas, dependendo do estimulo apresentado. E que, direta ou
indiretamente, podem estar relacionadas com insultos e injurias desencadeantes da morte
neuronal. Em concordédncia, véarios estudos em co-culturas, demonstram que a
estimulagdo de monocamadas astrocitarias desencadeia injiria e neurotoxicidade
(Bronstein et al., 1995; Dawson et al., 1994; Hewett et al., 1994; Skaper et al., 1995;

Kim & Tauber, 1996).

4.1. Estimulacio de astrécitos com endotoxina

Ha diferentes maneiras de evocar reagdes em astrocitos. Uma delas é a adigdo
de um componente da parede de bactérias Gram negativas chamado lipopolissacarideo
(LPS). Diferentes modelos utilizam esta endotoxina como um agente estimulador de
astrocitos (Bronstein et al., 1995; Dawson et al., 1994; Hewett et al., 1994; Skaper et

al., 1995; Kim & Téauber, 1996).

A LPS parece induzir a expressdo da enzima sintetase do 6xido nitrico (NOS)
em astrdcitos e microglia. Esta enzima converte a L-arginina em citrulina, produzindo o
radical livre 6xido nitrico (NO-), o qual gera nitritos (NO;) como produto final de
reages de oxido-redugdo (Galea et al, 1992; Skaper et al., 1995). Oufro mecanismo
acionado pela LPS ¢ a secregdo de citocinas pré-inflamatorias, tais como o fator da
necrose tumoral-o. (TNFa) e interleucinas 6 € 15 (IL-6, IL15), entre outras (Bronstein et

al., 1995; Bock et al., 1996; Lee et al., 1996) (Fig. 3).
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4.1.1. Mecanismo nitridérgico

O radical NO- ¢ uma importante molécula envolvida no controle vasomotor, na
homeostase vascular e com fungdes neuronais e imunoldégicas (Moncada & Higgs,
1993). Trata-se de um mensageiro intracelular com uma ampla variedade de fungdes,
sendo produzido por muitos tipos celulares, incluindo neurdnios, astrdcitos e micréglia

(Moncada et al., 1991; Galea et al., 1992).

Viérias isoformas de NOS t€m sido purificadas e clonadas molecularmente
(Marletta, 1993). A isoforma neuronal (nNOS) e a endotelial (eNOS) sdo enzimas
constitutivas dependentes de calcio/calmodulina, as quais produzem NO- por curtos
periodos de tempo em resposta a ativagdo de receptor (Garthwaite, 1991; Snyder &
Bredt, 1991). No SNC, o NO- produzido pela isoforma nNOS tem varios papéis
potenciais, entretanto, quando produzido em excesso, pode desencadear morte neuronal
(Dawson & Snyder, 1994). De fato, culturas primérias de neur6nios de cortex,
hipocampo e caudato-putamen de rato, podem ser protegidas da neurotoxicidade por
glutamato através da inibigdo da NOS (Dawson et al., 1991a; 1993). Neste sentido, ha
evidéncias de que o NO- seja um componente da neurotoxicidade mediada pelo

glutamato (Dawson et al., 1994).

Outra isoforma desta enzima (iNOS) ¢ induzida por endotoxinas (Simmons &
Murphy, 1992) e citocinas (Simmons & Murphy, 1993), em macrofagos e em culturas
primarias de astrdcitos, sendo também induzida em astrocitos reativos de cérebros
lesionados in vivo (Wallace & Bisland, 1994), sintetizando NO: por um periodo mais

prolongado de tempo (Murphy et al., 1993). Em adic@o, culturas primarias de astrocitos
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estimuladas com noradrenalina sdo capazes de liberar NO- (Baltrons et al., 1995), sendo

que este efeito ndo foi observado em culturas de neurdnios (Agullé & Garcia, 1992).

Embora tenha sido descrito que os astrécitos apresentam as isoformas
constitutiva e induzivel, ndo estd definido se ambas coexistem numa mesma célula
(Murphy et al., 1993). Além disso, ha evidéncias de que o tipo induzivel s6 ¢ ativado
com endotoxina em culturas primérias de astrocitos corticais (Galea et al, 1992).
Segundo Galea e colaboradores (1992), culturas secundarias de astrocitos n#o
apresentam NOS induzivel devido ao processo de passagem da cultura, no qual estas sdo
purificadas com a deplegdo de microglia, sugerindo uma possivel participagdo destas

ultimas no processo de mdugdo.

Além das culturas de astrocitos corticais, a NOS pode ser induzida em glioma
C6 de rato (Galea et al., 1992; Simmons & Murphy, 1992). A estimulag@o de culturas de
astrocitos com LPS induz atividade NOS dose-dependente, determinada pelo actimulo
de NO; no meio (Galea et al., 1992). Por outro lado, a inje¢do periférica de LPS
provoca uma expressdo moderada de mRNA da NOS induzivel (Lowenstein et al.,
1992) ou mesmo nenhuma atividade (Salter et al., 1991). Enquanto hd um consenso de
que a exposi¢do de astrocitos a LPS induz a NOS em culturas primédrias, experimentos
com glioma C6 sugerem que s6 a LPS nfio € um estimulo suficiente para a indugéo

(Galea et al., 1992).

Uma vez formado, o NO- atravessa facilmente a membrana plasmaética, devido a

sua natureza lipossolivel (Beckman, 1991}. Em solugdio aquosa, em baixas
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concentragdes, ¢ muito menos reativo que o esperado (Beckman et al., 1994), ndo
produzindo lipoperoxidac@o per se. Entretanto, passa a ter efeitos pré-oxidantes apés

sua reagdo com o radical superéxido (O,~) (Rubbo et al., 1994).

O radical anion O, sub-produto da ag¢do de vérias enzimas do sistema nervoso
central, ¢ dismutado pela superdxido dismutase (SOD) em H,0,. O NO- pode competir
com esta enzima pelo radical O,~ produzindo o &nion peroxinitrito (ONOQ), o qual se
decompde nos radicais livres hidroxila e dioxido de nitrogénio, altamente toxicos e
reativos (Beckman et al., 1990; Radi et al,, 1991 a, b). Além disso, o dnion ONOO"
também pode ser decomposto em um agente altamente nitrificante com a reatividade do
fon nitrénio (NO;"), que modifica residuos de tirosina em nitrotirosina (Beckman et al.,
1992; Ischiropoulos et al., 1992). Esta reacdo de nitragdo ¢ catalizada por metais de
transi¢do, incluindo os metais do sitio ativo da SOD (Ischiropoulos et al., 1992). Uma
vez que a nitrotirosina nfio pode mais ser fosforilada por tirosina quinases (Martin et al.,
1990), o 4nion ONOOQO™ pode comprometer vias de transdu¢do de sinais que envolvem a
maioria dos fatores troficos, as quais sdo mediadas em parte por estas enzimas (Estévez

et al., 1995; Fant] et al., 1993).

A endotoxina LPS induz culturas primarias de astrdcitos a promover a morte
neuronal quando em co-cultura com células granulosas cerebelares (Skaper et al., 1995),
neurdnios corticais (Dawson et al,, 1994) e mesencefalicos (Bronstein et al., 1995),
através da estimulagio da NOS induzivel, provavelmente pela producdo de NO- e de
6xidos de nitrogénio reativos (Fig. 3). Esta neurotoxicidade ¢ prevenida por inibidores

da NOS e pela adicdo de SOD (Skaper et al, 1995). Coerentemente, o NO- pode
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provocar apoptose quando adicionado extracelularmente (Albina et al., 1993), bem
como o dnion ONOO" (Estévez et al., 1995). Em adic8o, células que sofrem apoptose
por outros estimulos fisiolégicos, podem produzir concentra¢des toxicas de NO. (Albina
et al, 1993; Cui et al, 1994). Entretanto, alguns autores ndo observaram
neurotoxicidade induzida pelo NO- em culturas de neuronios corticais (Lipton et al.,
1993; Demerle-Pallardy et al., 1993) e de células granulosas cerebelares (Lafon-Cazal et

al., 1993).

Ha um consenso de que a LPS ndo é neurotdxica em culturas neuronais puras
(Bronstein et al., 1995; Bock et al., 1996). Entretanto, em co-culturas (neurénios e
glia), ndo existe absoluta coincidéncia nos resultados (Lipton et al., 1993; Dawson et al.,

1994; Hewett et al., 1994; Meda et al., 1995; Skaper et al., 1995).

Além da LPS, obtida da parede de bactérias Gram-negativas, produtos de
bactérias Gram-positivas também causam toxicidade em neurdnios quando em co-

culturas com astrécitos, pela induc¢do da produgdo de NO- (Kim & T#uber, 1996).

Citocinas tais como a interleucina-1$ (IL-1B), interferon-y (IFN-y) e TNF-a
podem mediar a indugdio da NOS a partir da estimulagdo com LPS (Murphy et al,
1993). Esta indugdo promovida pelo TNFo em astrocitos e micréglia pode ser
demonstrada pela atividlade NADPH-diaforase (Bock et al., 1996) ja que atividade desta
enzima demonstrou estar co-localizada com a da NOS no cérebro e tecidos periféricos

(Dawson et al., 1991b; Wallace & Bisland, 1994).
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4.1.2. Mecanismo inflamatoério

Neurénios e glia reativa (astrocitos e microglia) sfo capazes de liberar citocinas
rro-inflamatérias (Tchelingerian et al., 1994; Sawada et al., 1989). Dentre estas, IL-1p,
IFN-y, TNFo e IL-6 liberadas por astrocitos e microglia. Estas parecem estar envolvidas
na patogénese de varias doengas neurodegenerativas e inflamatérias (Bock et al., 1996;
Dickson et al.,, 1993; Griffin et al., 1989; Lee et al., 1996; Walker et al., 1995). Em
adi¢dio, a IL-15, que também € expressa em cultura de astrécitos, poderia iniciar
respostas imunes mediadas pelas células T em neuropatologias humanas tais como
esclerose multipla, substituindo a IL-2 no SNC (Lee et al., 1996). As proprias citocinas
pro-inflamatodrias além do LPS, podem aumentar a expressdo de IL-15 em culturas de
astrocitos e micréoglia (Lee et al., 1996). Da mesma forma, TNFoa induz a liberagdo de

IL-6 pelos astrocitos (Sawada et al., 1992).

A producdo de TNFa estd correlacionada com a morte neuronal resultante de
injuria excitotéxica. Este fator pode evocar respostas gliais prejudiciais para os
neurdnios em co-cultura (Barger et al., 1995), induzindo reatividade em astrdcitos
(Mallat & Chamak, 1994). O status epilepticus induz a liberagdo de TNFa e IL-6 no
hipocampo, ¢ uma alta dose de glutamato (10 mM) provoca uma liberagdo ainda maior,
equivalente & induzida por LPS in vitro (Bock, et al., 1996). Nestas condi¢des, o
mecanismo de captagdo de glutamato pelos astrdcitos € sobrepujado, sendo citotoxico

para estas células gliais (Noble et al., 1992).

Entretanto, nio hd um consenso sobre a neurotoxicidade mediada pelo TNFa.,

pois a LPS é capaz de induzir uma liberagdo massiva de TNFa sem provocar morte
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1. ronal significativa (Bock et al., 1996). Por outro lado, o TNFa poderia ser benéfico a
viabilidade neuronal por aumentar a expressio da manganés-SOD nestas células

(Mokuno et al., 1994).

Vérios autores utilizam a endotoxina LPS para desencadear uma resposta de
tipo inflamatério, evocando a liberagdo de citocinas nas culturas (Bock et al., 1996;

Chung & Benveniste, 1990; Lee et al., 1996; Lieberman et al., 1989; Skaper et al., 1995)

(Fig. 3).

4.2. Uso de excitotoxinas

Os amino4cidos glutamato e aspartato sio os neurotransmissores excitatdrios
mais mmportantes do SNC de mamiferos, sendo utilizados por todas as eferéncias do
cortex cerebral, pelos principais circuitos hipocampais e aferéncias do cortex cerebelar
(Fonnum, 1988). Estes aminoacidos atuam mediante a ativag@o de diferentes receptores
para o glutamato designados pelo nome de seus principais agonistas (4cido o-amino-3-
hidroxi-5-metilisoxazole-4-propidnico, AMPA; Cainato, NMDA e 4cido trans-1-amino-
1,3-ciclopentanodicarboxilico, trans-ACPD) (Olney, 1994). As vias excitatorias atuam
através de receptores ionotropicos (AMPA, Cainato, NMDA) e de um receptor
metabotrépico (trans-ACPD) acoplado a sistemas de segundo mensageiros, intervindo
na manutencdo da atividade nervosa central e nos automatismos motores, além de
fendmenos plésticos vinculados a aprendizagem e memdria (Collingridge & Lester,

1989; Honore, 1989).
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Outro aspecto de interesse € a participagdo dos sistemas de aminodcidos
excitatérios na génese de diversos quadros neurologicos tais como epilepsia,
crceialopatias isquémicas, deméncia de Alzheimer, doenca de Huntington, esclerose
lateral amiotréfica, etc (Dingledine et al, 1990; Grace, 1991; Olney, 1989). Nestas
patologias, pode-se constatar diferentes graus de degeneragfo neuronal, com um quadro
anatdmico similar ao produzido em condigSes experimentais por excitotoxinas. Estas
lesbes, denominadas de tipo excitotoxico (Olney, 1989; Schwarcz & Meldrum, 1985),
caracterizam-se pela degeneragdo de neurdnios em &reas com alta incidéncia de
receptores para aminodcidos excitatorios e pela preservacdo de ax6nios de passagem e
células gliais (Olney, 1989). Segundo a “teoria das excitotoxinas endbgenas”, o dano
neuronal observado em casos de anoxia, isquemia, hipoglicemia e outras injurias do

SNC, deve-se (pelo menos em parte) a um excesso de glutamato liberado (Olney, 1989).

A neurotoxicidade mediada pelo aminodcido excitatério glutamato, postulada
como participante da patogénese de vérias doengas neurodegenerativas, foi demonstrada
em culturas de neurb6nios corticais (Choi et al, 1987). Desde entdo este
neurotransmissor e seus agonistas tém sido utilizados para promover injuria e morte
neuronal em estudos de excitotoxicidade (Olney, 1994), j4 que este dano em cultura de
neurdnios demonstrou ser mediado por receptores do tipo NMDA e nio-NMDA

(Frandsen et al., 1989) (Fig. 3).

Nos estudos in vitro, os neur6nios corticais tornam-se inchados segundos apds
serem expostos ao glutamato, demonstrando sinais morfologicos de injuria que evolui a

morte em poucas horas. Estes sinais de excitotoxicidade s@o observados a partir do
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inicio da segunda semana da cultura, provavelmente devido a falta de receptores
glutamatérgicos na membrana de neur6nios imaturos (Choi et al, 1987). De fato,
neurdnios corticais obtidos de embrides de rato com 16 a 18 dias de gestagio, comecam
a morrer devido a exposi¢do ao glutamato, NMDA, quisqualato ou cainato a partir do
7° DIV. Nestes casos, a sensibilidade as neurotoxinas aumenta rapidamente, de forma
similar, durante a segunda semana, permanecendo inalterada acima do 21° DIV (Keilhoff
& Erdo, 1991). Outro componente importante para a sensibilidade ao glutamato € a
proporg¢do de astrdcitos presentes nas culturas. A vulnerabilidade de neurdnios corticais
a esta excitotoxina aumenta até cem vezes em culturas pobres em astrécitos (Rosenberg

& Aizenman, 1989).

Sdo reconhecidos dois tipos de respostas fisiopatolégicas diretamente vinculadas
a injuria excitotoxica, que podem transcorrer simultaneamente ou ndo, e que diferem por
seus mecanismos moleculares, curso temporal e potencial citotéxico. Por um lado, a
despolarizagdo prolongada leva a um acumulo de Na™ intracelular, seguido por um
influxo passivo de CI' e agua que conduz ao edema celular, acarretando a ruptura da
célula. Este componente da excitotoxicidade denomina-se neurodegeneracdo precoce
(Rothman, 1985; Olney, 1989). O segundo componente denomina-se neurodegeneragio
tardia (Rothman et al,, 1987; Choi et al., 1987) estando essencialmente vinculado a
ativagio de receptores NMDA (Rothman et al., 1987; Choi et al., 1988), e ao aumento
prolongado dos niveis de Ca®* intracitoplasmaticos (Manev et al., 1989; Glaum et al.,
1990). A ativagdo deste receptor ionotrépico abre um canal de Ca® de alta conduténcia
(MacDermott et al., 1986), cuja excessiva estimula¢do leva a morte neuronal, sendo que

os receptores AMPA/Cainato facilitam a ativagdo NMDA através da despolarizagdo
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inicial da membrana (Fig. 3). Por outro lado, o bloqueio farmacologico de receptores de
glutamato e/ou a remogdo do Ca’" extracelular, antes ou depois da exposicdo ao
glutamato, resulta na protecdo frente ao dano excitotéxico (Choi et al., 1988; Manev et

al., 1989; Rothman et al., 1987).

De acordo com estes resultados, a morte neuronal seria a conseqiiéncia da
ativacdo de proteases, lipases, nucleases e outras enzimas, em decorréncia de um “sinal
célcico” anormalmente prolongado (Choi & Rothman, 1990) (Fig. 3). Tem-se
demonstrado que a sensibilidade neuronal & excitotoxicidade € inversamente
proporcional a capacidade neuronal para tamponar a concentragdo intracitoplasmatica de

Ca® (Marcoux et al., 1988; Choi & Rothman, 1990).

Além disso, sabe-se que a ativag@o dos receptores ionotrépicos do glutamato €
um dos principais efetores de estresse oxidativo no cérebro (Coyle & Puttfarcken,
1993). Dawson e colaboradores (1991a; 1993) demonstraram que a inibigdo da NOS
reduz a morte de neurdnios corticais em cultura expostos a altas concentragdes de
NMDA ou glutamato, mas néo cainato. A estimula¢fo excessiva da nNOS decorrente do
influxo de Ca** induzido por NMDA é uma explicagfio atraente para a excitotoxicidade

dependente da concentragéo extracelular deste fon (Choi, 1985).

Entretanto, além do envolvimento da nNOS, outro mecanismo decorrente da
estimulagdo por NMDA pode promover a morte neuronal. Apds a ativagdo da NOS
induzivel de astrdcitos através de IL-1p e IFN-y, a toxicidade do NMDA (mas nio do

cainato), € potenciada em culturas de neurdnios corticais. Este aumento seletivo da
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neurotoxicidade por NMDA pode ser bloqueada pela inibigdo da NOS ou por anti-
oxidantes, ¢ mimetizada com o uso de geradores de NO- ou de espécies reativas do
oxigénio. Estes resultados sugerem que a produgo de NO- pelos astrocitos possa
contribuir para a morte neuronal mediada pelo receptor NMDA, talvez através da

interacdo com radicais do oxigénio (Hewett et al., 1994).

4.3. Aumento do cilcio citosolico

Existem evidéncias convicentes de que o Ca’" tem um papel critico na morte
celular no SNC (Dreyer et al., 1990; Komulainen & Bondy, 1988; Stys et al., 1990). O
aumento intracelular deste cation pode disparar tanto morte necrética quanto apoptética,
enquanto a prevencdo deste aumento com quelantes de Ca**, antagonistas de receptores
ou bloqueadores de canal podem resgatar células que de outra forma morreriam. De
forma similar, células que expressam altos niveis de proteinas ligantes ao Ca®* (por
exemplo a calbindina-D28K) parecem ser mais resistentes & morte causada pelo aumento

deste ion (Orrenius & Nicotera, 1994).

A excitotoxicidade mediada pela excessiva estimula¢io de receptores para
glutamato contribui com a injuria em vérias condi¢des patolégicas (Choi, 1992), através
do subseqiiente aumento intracelular de Ca®* (Manev et al., 1990). Resultados obtidos
com culturas de neur6nios (Choi, 1987; Mattson et al., 1988) e in vivo (Siesjo et al.,
1989) indicam que o influxo de Ca** causado pelo glutamato provoca dano excitot6xico

e morte neuronal (Dubinsky & Rothman, 1991) (Fig. 3).
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O receptor NMDA € provavelmente o principal meio de entrada deste cdtion
numa situagdo isquémica/excitotéxica (Cheng & Mattson, 1992), embora este influxo
também possa ocorrer através de receptores ndo-NMDA (Gibbons et al., 1993) e de
canais de Ca** dependentes de voltagem (Mattson et al., 1988). Além disso, a reducdo
na disponibilidade de glicose resulta na deplegdo de adenosina tri-fosfato, falha nos
sistemas de tamponamento/extrusdo de Ca®, despolarizacdo da membrana, liberagdo
excessiva de glutamato e ativagdo do receptor NMDA, acarretando um aumento

neurot6xico na concentragfo intracitoplasmatica de Ca’* (Mattson et al., 1993).

A presenc;ar da proteina P amil6ide, a qual se acumula na doenga de Alzheimer,
também relaciona a concentragio de Ca’* com a neurotoxicidade. Esta proteina potencia
a degeneracgdo excitotoxica ao formar canais para este cation na bicapa lipidica (Arispe
et al., 1993). Da mesma forma, a exposigdo de culturas de astrocitos ao jon6foro de Ca**
A23187, provoca citotoxicidade nestas células gliais (Choi et al., 1987). Este ultimo
efeito ndo chega a ser surprendente uma vez que os ion6foros foram purificados a partir

de toxinas bacterianas com atividade citolitica (Pressman, 1976).

O aumento dos niveis de Ca’ intracitoplasmatico pode causar
neurodegeneracdo através da ativagdo de enzimas de degradagfo (fosfolipases, proteases
e endonucleases), da disfun¢fo mitocondrial ou da desorganizacéo do citoesqueleto (Lee
et al., 1991; Orrenius & Nicotera, 1994; Saito et al, 1993). Outro mecanismo potencial
para a neurotoxicidade mediada pelo Ca®* ¢ através da produgdo de NO: pela nNOS

(Dawson et al, 1991a). O aumento na concentra¢do intracitoplasmética deste jon
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também estd relacionada com a produgio de radicais livres no SNC (Jesberger &

Richardson, 1991) (Fig. 3).

Em alguns casos, as flutuagdes no niveis de Ca** podem amplificar um insulto
toxico e resultar na morte celular. Alternativamente, a homeostase pode ser restabelecida

e a morte celular desviada (Dubinsky, 1993).

4.4. Trocas de meio de cultura

Neurdnios in vitro demonstram grande dependéncia de substrato astrocitario
(Fallon, 1985; Noble et al., 1984) ou do meio condicionado por estas células gliais
(Banker, 1980; Ferrara et al., 1988; Giulian et al., 1993; Manthorpe et al., 1989), para a

expressdo de suas caracteristicas fenotipicas e sobrevivéncia em cultura.

Vérios autores mencionam que a troca de meio de cultura promove injiria e
diminui¢dio da viabilidade neuronal (Banker, 1980; Driscoll et al,, 1991; Rosenberg &
Aizenman, 1989; Yu et al., 1984). Este efeito neurotdxico mediado pela substitui¢do do
entorno liquido neuronal parece ser devido a remogdo de fatores tréficos (Banker, 1980)

ou ativagio de receptores NMDA (Driscoll et al., 1991) (Fig. 3).

S. Neuroprotecio in vitro

Dependendo do seu modo de agfio, agentes neuroprotetores nio somente
diferem com respeito a suas janelas terap€uticas mas também com respeito a qualidade
de protegdo que conferem. Além de ter uma ampla janela terapéutica, um agente

neuroprotetor ideal atuaria prevenindo a morte, bloqueando a progressdo das mudangas
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degenerativas e, em adigfo, iniciando eventos tréficos que reparariam as conseqiiéncias

dos insultos (Deckwerth & Johnson, 1993).

Para exemplificar esta situagfo, pode-se considerar o efeito da deprivagiio de
NGF sobre neurdnios simpaticos. Estes dependem de NGF para sobreviver, tanto in vivo
quanto in vitro, ¢ morrem caso este fator tréfico seja removido. Nesta situagdo em
cultura, estas células apresentam somas redondos e refringentes, com muitos neuritos
finos e lisos. Trés dias ap6s a deprivagdo de NGF, a maioria dos corpos neuronais perde
a refringéncia e o aspecto arredondado, ocorrendo a desintegragdo neuritica. Entretanto,
a morte destes neurdnios pode ser evitada com a adi¢@io de NGF, elevada concentragio
de K* ou 8-(4-clorofenil-tio)-3’: 5’- monofosfato de adenosina ciclico (CPT-cAMP)
(Edwards et al., 1991). Da mesma forma, Martin e colaboradores (1988) demonstraram
que -intbidores da sintese proteica, também podem prevenir a morte de neurdnios

simpaticos deprivados de NGF.

Assim, para os neurdnios simpaticos deprivados deste fator tréfico, o NGF, a
elevada concentragio de K' ¢ o CPT-cAMP sdo neuroprotetores ideais in vitro, ao
contrario dos inibidores da sintese proteica, que apesar de reverterem a degeneracdo € a
morte, ndo provém um suporte tréfico. De fato, a agdo neuroprotetora destes ultimos é
incompativel com uma verdadeira promog¢do duradoura de sobrevida, ja que inibem a
totalidade da sintese protéica celular, imprescindivel para a sobrevivéncia (Deckwerth &

Johnson, 1993).
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Enquanto a agfio do CPT-cAMP atua mimetizando niveis citoplasmaticos
elevados de cAMP (Edwards et al., 1991; Rydel & Greene, 1988; Martin et al., 1992), o
ion K" aumenta moderadamente a concentragfo intracitoplasmatica de Ca** livre (Koike
et al, 1989). Neste sentido, 0 aumento citosélico deste cation, antes abordado como

promotor de neurotoxicidade, pode também ser um elemento chave na neuroprotecio.

Héa vérios exemplos que relacionam o nivel citosdlico de Ca’* com a
neuroprotegdo. Um deles demonstra que o aumento intracitoplasmaético deste ion,
subseqiiente a ativagio do receptor metabotropico com trans-ACPD, tem um efeito
protetor sobre a toxicidade induzida por NMDA (Koh et al, 1991; Rothman et al,
1991; Schoepp et al., 1991). Por outro lado, a redugfo deste ion pode provocar injiria
neuronal. Este € o caso da carbamazepina que induz a morte apoptotica em neurdnios
cerebelares, ao evitar a entrada de Ca® por canais NMDA. Nesta situacio, a
administragdo de NMDA apresenta agéo neuroprotetora, provavelmente ao diminuir a

restrigio de Ca®* mediada pela carbamazepina (Gao et al., 1995) (Fig. 4).

As células cerebelares in vitro, desenvolvem exigéncias para a sobrevivéncia que
incluem a despolariza¢o cronica com elevadas concentragdes de K™ extracelular (Gallo
et al., 1987) ou a estimulagfio de receptores ionotrépicos para o glutamato (NMDA,
Balazs et al., 1988; Cainato, Balazs et al., 1990; e AMPA, Hack & Balazs, 1994). Em
ambas situagles, o conseqliente aumento da sobrevida é mediado pelo influxo de Ca**
(Balazs et al, 1988), sendo critica a ativagdo da proteina quinase dependente de

Ca**/calmodulina (Hack et al., 1993) (Fig. 4).



Figura 4. Mecanismo de a¢do de alguns agentes neuroprotetores in vitro

Neur6nios imaturos sfo altamente dependentes de fatores neurotréficos, os quais mantém sob controle eventos regressivos que desencadeiam a morte
neuronal, atuando em receptores tirosina quinases (Trk).

A elevada concentragfio extracelular de potéssio (4 [K']) mimetiza a a¢fio de fatores tréficos em diferentes tipos neuronais ao aumentar os niveis
citos6licos de Ca?*, Este efeito neurotréfico pode advir da abertura de canais de Ca>* voltagem dependentes (CCVD), da ativagiio de receptores ionotrépicos
(N-metil-D-aspartato, NMDA; Cainato ¢ Acido a-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazole-4-propidnico, AMPA) ou do receptor metabotrépico. A estimulagdo
deste tltimo receptor mobiliza o Ca®* do reticulo endoplasmatico através da produg#o de trifosfato de inositol (IPs). Outra conseqtiéncia da estimulagio deste
receptor é a formag#o do diacilglicerol (DAG) que ativa (assim como a A+ [K']) a proteina quinase C (PKC) na cascata neurotréfica. A PKC também pode
ser ativada pelo complexo Ca?*-calmodulina (Ca**-~CAM), a partir do aumento dos niveis citosélicos de Ca®".

Em culturas de neurdnios corticais imaturos, além do influxo de Ca®* mediado pela ativagio de receptores glutamatérgicos, o 4cido y-aminobutirico
(GABA) aumenta os niveis citosdlicos deste cation através da abertura de CCVD, exercendo um efeito neurotréfico.
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Nestes casos, o tratamento com K' ou aminodcidos excitatérios in vitro, parece
mimetizar o efeito da inervagfo das fibras musgosas glutamatérgicas sobre as células

granulosas in vivo (Balézs et al., 1988).

5.1. Dependéncia de fatores troficos

Depois da divisdo terminal do neuroblasto, o neur6nio pds-mitdtico se
diferencia e estabelece conexdes funcionais com o alvo. A teoria neurotréfica propde
que durante este perfodo critico do desenvolvimento, a sobrevivéncia dos neurdnios é
ativamente regulada por fatores tréficos produzidos em pequenas quantidades pelos
tecidos alvos (Levi-Montalcini, 1987; Barde, 1989). O acesso insuficiente aos fatores
troficos causa degeneracdo e subseqliente morte do neurdnio dependente. A morte
neuronal durante o desenvolvimento do sistema nervoso € observada em diferentes

regides, sendo em algumas delas muito pronunciada (Oppenheim, 1991).

Da mesma forma, diferentes tipos de neurénios embrionarios ou de neonatos,
morrem in vitro amda que o meio de cultura e o substrato permitam a adesgo celular e o
crescimento neuritico. Presume-se que a morte que sucede a remogéo do organismo seja
devida a deprivagdo de fatores tréficos normalmente fornecidos no tecido integro.
Entretanto, a deprivacdo de atividade elétrica pode também contribuir para este tipo de
morte, uma vez que os neurdnios sobrevivem em cultura se a concentragio de K no

meio € aumentada o suficiente para despolariza-los (Collins & Lile, 1989).

A acdo de diferentes agentes como, hormdnios, neurotransmissores e fatores de

crescimento sobre receptores de membrana especificos estd associada a formacgfo de
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trifosfato de inositol e diacilglicerol. Este iltimo, junto com o Ca**, ativa a PKC (Takai
et al., 1979), embora esta enzima também possa ser ativada diretamente por agentes
farmacoldgicos tais como ésters de forbol (Casfagna et al.,, 1982; Niedel et al., 1983), os
quais tém efeito sobre o crescimento e desenvolvimento neuronal (Spinelli et al., 1982;
Hsu, 1985). Em um meio de cultura sem soro, foi descrito que o éster de‘ forbol e a
elevada concentragdio de K' tém ago neurotréfica para neurdnios simpaticos, e que esta

¢ mediada provavelmente pela PKC (Wakade et al., 1988) (Fig. 4).

As similaridades com respeito ao curso temporal da degeneracdo e da morte
induzida por deprivagdo de fatores neurotréficos, doengas neurodegenerativas € morte
neuronal tardia sugere que a idéia de uma cascata de eventos degenerativos que
conduzem & morte pode ser um principio fundamental comum na neurodegeneraco. Isto
ndio quer dizer que detalhes moleculares fundamentais da morte induzida por deprivagéo
de fatores neurotroficos, doengas neurodegenerativas e morte neuronal tardia sejam
idénticos. Entretanto, aumentam as evidéncias que sugerem que fatores neurotréficos
atuem como agentes neuroprotetores em todos estes paradigmas de morte neuronal

(Deckwerth & Johnson, 1993).

De fato, a regulacdo diferencial da expressdo de sub-unidades especificas de
receptores para o glutamato pode ser um importante mecanismo através do qual fatores
neurotréficos modulam a plasticidade neuronal dependente de atividade ¢ a

vulnerabilidade a excitotoxicidade (Cheng et al., 1995).
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5.2. Efeito da alta concentragio de potassio

Elevados niveis de K (20-40 mM) aumentam a sobrevida de diferentes tipos
neuronais em cultura. Entre alguns exemplos encontram-se trabalhos que descrevem este
efeito com motoneurdnios gigantes de moluscos (Kostenko et al., 1982), neurdnios dos
ganglios da raiz dorsal (Scott, 1977; Collins & Lile, 1989), de ganglios simpdticos
(Wakade & Thoenen, 1984; Collins & Lile, 1989) e parasimpéticos (Bennett & White,
1979; Collins & Lile, 1989), além de neurdnios centrais do cerebelo (Lasher & Zagon,
1972; Gallo et al., 1987). Em adic#o, altas concentragdes de K™ mantém a sobrevivéncia
de neurdnios periféricos (Scott & Fisher, 1970), atingindo a mesma subpopulago sobre

a qual atua o NGF (Wakade & Thoenen, 1984) (Fig. 4).

Elevados niveis de K" causam um aumento de Ca’* intracelular acima dos niveis
de repouso em neurdnios simpdticos (Thayer et al, 1987). Mais precisamente, a
promo¢io da sobrevivéncia neuronal mediada pelo K™ é dependente da abertura de
canais de Ca”* voltagem dependentes do tipo L numa variedade de diferentes tipos de

neuronios (Collins & Lile, 1989).

Segundo Collins & Lile (1989), o K™ promove a sobrevivéncia neuronal através
da despolarizagio e do resultante influxo de Ca®" extracelular (Fig. 4). Entretanto, estes
autores também mencionam a aparente contradicdo destes resultados com a
neurotoxicidade mediada pela entrada de Ca** extracelular através de canais NMDA.
Assinalam que a ativagio de canais dependentes de voltagem com concentragdes de K
descritas como promotoras de sobrevida, conduzem a niveis citoplasmaticos de Ca**

iguais ou superiores aos obtidos através da estimulagdo de receptores NMDA com doses
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téxicas de glutamato. De fato, a morte de neurdnios sensiveis ao glutamato nfo ocorre
mesmo com concentragdes de K suficientes para abrir canais de Ca®* voltagem
dependentes, que elevam o Ca®* intracelular a um nivel similar ao obtido com
concentragfes excitotoxicas deste neurotransmissor (Rothman et al.,, 1987). Assim, a
entrada de Ca’* através de canais voltagem dependentes ndo é suficiente nem necessaria,

para promover a maior parte da injiria neuronal induzida por glutamato (Choi, 1988).

Existem outros exemplos nos quais os canais para o influxo de Ca®’, parecem
determinar seu efeito intracelular. Em um deles, o bloqueio do influxo de Ca’* através de
canais do tipo N inibe a liberagdo de norepinefrina em neurénios simpaticos, enquanto
que a intervengdo sobre os de tipo L nfo provoca qualquer resultado sobre a liberagio
deste transmissor (Hirning et al., 1988). Ainda, em experimentos com elevadas
concentra¢des de K', onde foi utilizado um bloqueador especifico para canais de tipo L
(di-hidropiridina), um significativo influxo de Ca** ocorreu através de canais do tipo N.
Entretanto, o aumento de Ca** mediado por estes canais, foi insuficiente para promover
a sobrevivéncia neuronal (Collins & Lile, 1989). Estes autores concluem que a
manuten¢do e a sobrevivéncia neuronal, podem ser uma das fungdes especializadas dos

canais de Ca’” voltagem dependentes do tipo L.

5.3. Niveis de cailcio e canais do tipo L

A forma através da qual o influxo de Ca** promove a sobrevivéncia neuronal é
desconhecida. Uma possibilidade é que provoque a liberagdo por parte dos neurdnios, de
um fator autdcrino que promova a sobrevivéncia dos mesmos (Collins & Lile, 1989). Em

outros modelos in vitro, a sobrevivéncia neuronal dependente de atividade elétrica tem
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sido correlacionada com a liberagdo de fatores tréficos através de despolarizagio
(Brenneman & Eiden, 1986; Lipton, 1986). Outra possibilidade seria a ativag¢io de
s:sremas de segundo mensageiros através da associagdo calcio-calmodulina (Gallo et al.,

1987).

Segundo Koike e colaboradores (1989), a prote¢do conferida pelo alto K™ pode
ser abolida pela remogio do Ca’* extracelular ou pelo uso de um quelante citoplasmatico
deste cétion. Estes autores demonstraram que o influxo de Ca** através de canais do tipo
L, protege neurdnios simpaticos em cultura da morte induzida por deprivagdo de fatores
troficos. Além disso, a relagdo destes canais com a sobrevida neuronal também foi
verificada em culturas de neurdnios cerebelares. Neste caso, o antagonista de canais de
Ca® do tipo L, nifedipina, reverte a influéncia tréfica da estimulagio com

AMPA/quisqualato (Hack & Balazs, 1994).

O nivel citoplasmatico de Ca’*, parece determinar o grau de dependéncia de
fatores troficos nestes neuronios. Para Koike e colaboradores (1989), ha trés niveis de
Ca®" interno relacionados com a sobrevivéncia neuronal. Um nivel baixo, em que o
neurbnio encontra-se em risco devido a aumentada dependéncia de fatores troficos
externos, um nivel 6timo intermediario no qual a sobrevivéncia neuronal ¢ independente
de fatores troficos, e um nivel elevado que € neurotoxico. Para neurdnios imaturos,
muito dependentes de trofismo externo (no caso de neurdnios simpaticos do NGF), o K*
pode prevenir a morte neuronal resultante da deprivagédo tréfica, aumentando o nivel de
Ca®* intracitoplasmético e levando os neurdnios a um estado independente de fatores

tréficos, suprimindo o mecanismo ativo que pode destrui-los (Martin et al., 1988).
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Koike e colaboradores (1989) propuseram uma hipétese que poderia
fundamentar a diminui¢8o da dependéncia de fatores troficos em fungio da idade e da
inervagdo neuronal. Segundo estes autores, neur6mios imaturos, o0s quais s3o
agudamente dependentes de fatores troficos, tém niveis citoplasméticos de Ca** livre
mais baixos que neurdnios maduros, relativamente menos dependentes. A aferéncia e a
atividade elétrica associada, a qual € um importante fator na determina¢io da
sobrevivéncia neuronal em alguns sistemas, poderia também, operar in vifro, via um
mecanismo andlogo ao do meio com elevada concentragio de K'. Assim, estimulos
excitatrios poderiam elevar niveis de Ca’" intracelular e reduzir a dependéncia do

neurdnio em desenvolvimento de fatores troficos derivados do alvo.

Collins e colaboradores (1991) demonstraram uma forte correlagdo quantitativa
entre a percentagem de sobrevida de neurdnios do ganglio ciliar em cultura ¢ a
concentracdo intracelular de Ca>* mediada por altas concentragSes extracelulares de K.
Os autores sugerem que as elevadas concentragdes de K™ abrem canais de Ca”* sensiveis
a di-hidropiridinas, causando um aumento prolongado na concentragio intracelular de

Ca’" que determina quantitativamente o niimero de neurdnios sobreviventes (Fig. 4).

Outra evidéncia da relagio entre o nivel de Ca®" intracelular e a dependéncia de
fatores troficos foi demonstrada por Eichler e colaboradores (1992) em culturas de
neurdonios do ganglio da raiz dorsal. Estes autores demonstraram que a dependéncia
trofica € inversamente proporcional aos niveis intracelulares deste ion. Em adigfo,

propdem a possibilidade de que a diminuigdo da concentragio citosélica de Ca’* em
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neurénios que envelhecem resulte em alteragSes na dependéncia tréfica, tornando-os

mais vulneréveis a morte.

6. Dendrotoxina e 4-aminopiridina

A a-dendrotoxina (a-DTX) e a 4-aminopiridina (4-AP) sdo bloqueadores de
canais de K* dependentes de voltagem (Dolly et al., 1987; Tibbs et al., 1989a; Weller et
al., 1985). Estes canais sdo importantes no controle da excitabilidade em voltagens
proximas do potencial de membrana de repouso, prevenindo que pequenos estimulos
despolarizantes atinjam o limiar e disparem potenciais de agdo (Rogawski, 1985‘; Storm,
1988). Um bloqueio de tal corrente pré-sinaptica de K™ com DTX ou 4-AP, resultaria na
remocdo deste efeito tampdo sobre o potencial de membrana. Isto poderia conduzir a
flutuagdes maiores, abrindo canais de Na“ dependentes de voltagem com subseqiiente
influxo de Ca®" (Heemskerk et al., 1991; Weller et al., 1985). Além disso, é provavel que
a estimulacdo com 4-AP mimetize melhor a atividade elétrica do que a despolarizagio

com elevada concentragdo de K (Tibbs et al., 1989b).

A DTX ¢ um peptideo basico formado por 59 aminoacidos obtido do veneno da
serpente Mamba Verde, Dendroaspis angusticeps (Harvey & Karlsson, 1980), que
apresenta agfo pré-sindptica especifica (Howard & Gundersen, 1980). Este peptideo
bloqueia canais de K” dependentes de voltagem (Bagetta et al., 1992; Dolly et al., 1987;
Muniz et al, 1990) e conduz a despolarizagdo, facilitando a liberagdio de
neurotransmissores, tanto perifericamente (Harvey & Karlsson, 1982; Harvey et al,
1984) quanto em sinapses centrais (Docherty et al., 1983; Dolly et al., 1984). Assim, a

DTX provoca a liberagio de GABA (Sihra et al., 1984; Weller et al., 1985) e glutamato
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(Tibbs et al., 1989a). Além disso, a-DTX e seus trés peptideos homologos (B, y € §),
demonstraram elevar a concentragio citosolica de Ca’’ livre em terminais nervosos

isolados (Muniz et al., 1990).

A 4-AP também evoca a liberagdo de diferentes neurotransmissores (GABA,
Weller et al., 1985; glutamato, Tibbs et al., 1989b, e noradrenalina, Heemskerk et al.,
1990) além de aumentar os niveis citosolicos de Ca®* livre (Heemskerk et al., 1991). Sua
acéio ¢ semelhante & da DTX, sendo 500 vezes menos potente que esta tltima (Weller et
al., 1985). Além disso, o influxo de Ca** mediado pela 4-AP, promove a ativagdo da
PKC em sinaptosomas corticais, a qual fosforila a proteina B-50 (também chamada de
GAP-43 ou neuromodulina). Esta fosfoproteina esta relacionada com o crescimento e
regeneragdo axonal (Benowitz & Routtenberg, 1987; Skene, 1989). Outros agentes
também podem aumentar a fosforilagdo da B-50 ativando a PKC, entre eles, ésteres de

forbol, despolarizagio com K' e o iondforo A23187 (Heemskerk et al., 1991).



OBJETIVOS
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Temos como objetivo investigar a morte e a neuroprotecdo de neurdnios corticais,
com especial enfoque para a interagdo entre estas células nervosas e os astrécitos. Com

esta finalidade propomos:

1. Estudar a sensibilidade de neurdnios corticais a diferentes agentes tais como, o
ionéforo A23187, a excitotoxina NMDA ou a trocas de meio de cultura. Com respeito a
estes procedimentos, vamos caracterizar as possiveis diferencas nos tipos de morte em
fungéio dos tratamentos. Caso seja demonstrado que trocas de meio provocam efeitos

deletérios em neurdnios corticais, trataremos de:

1.1. Definir um modelo experimental que permita o estudo da injiria neuronal

mediada pela substitui¢do do meio de cultura.

1.2. Determinar o mecanismo de agfio da injiria decorrente de trocas de meio,
testando o bloqueio de receptores NMDA, meio condicionado por astrécitos, ou altas

concentragdes de potassio.

1.3. Testar o efeito de bloqueadores de canais de potassio do tipo Ia, comparando

estes resultados com os obtidos com meio condicionado e altas concentra¢des de

potdssio.

2. Estudar os efeitos diretos e indiretos da estimulagdo de astrocitos com a

endotoxina LPS, sobre a viabilidade de células PC12 ou neur6nios corticais.
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2.1. Estabelecer co-culturas de células PC12 e monocamadas secundarias de
astrocitos corticais, estimuladas com LPS, na tentativa de buscar um modelo de estresse

oxidativo endogeno.

2.2. Verificar se astrocitos estimulados com LPS podem promover injuria em
neurdnios corticais, em trés modelos distintos: em culturas mistas (neurdnio-glia); em
co-culturas de neurdnios plaqueados sobre monocamadas secundérias de astrdcitos,
previamente estimuladas com LPS e em culturas neuronais puras, que receberdo meio
condicionado por monocamadas secundarias de astrocitos, previamente estimuladas com
a endotoxina. Ao final, caso sejam observadas alteragdes que indiquem neurotoxicidade,

buscaremos determinar seu possivel mecanismo de agfo.
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1. Material

Os meios de cultura (MEM e RPMI 1640), os soros (soro fetal bovino e soro de
cavalo inativado por calor), a laminina, a tripsina, a penicilina e a estreptomicina
utilizados foram da Gibco-BRL. O material plastico foi adquirido da Corning ou Nunc.
O fator de crescimento epidérmico (EGF) foi provido por Boehringer-Mannheim. O
anticorpo monoclonal anti-neurofilamento (200 kDa) foi proveniente de Amersham. O
lipopolissacarideo (LPS), E. coli 026:B6, e os demais reativos utilizados para cultura e
manipulagfio das células foram de Sigma, grau cell culture tested. o-Dendrotoxina foi
gentilmente doada pelo Dr. C. Cervefiansky (isolada do veneno de Dendroaspis
angusticeps (J. L., Quénia) de acordo com Harvey & Karlsson, 1980). O peptideo foi
primeiro submetido a uma coluna de troca catiénica em HPLC e a pureza foi verificada
em HPLC de fase reversa, numa coluna Aquapore RP-300. O Dr. C. Cervefiansky

também forneceu os peptideos B-, y- e 8-dendrotoxina.

2. Meios de cultura e solugées

Tabela 5. Solugdo estoque de RPMI 1640

Componente Concentragéo
Meio RPMI 1640 10,4 g 1!
Bicarbonato de sédio (NaHCOs) 2g1’
Penicilina 75 mg I'!
Estreptomicina 50 mg 1"

O meio de cultura com os antibiéticos e 0 NaHCO; foi preparado com agua bidestilada,
levado a pH 7,4 e esterilizado por filtragdo, sendo armazenado a 4 °C até 30 dias.



Tabela 6. Meio RPMI com soro

Componente Concentracdo
Solugdo estoque de RPMI 1640 85%
Soro fetal bovino (SFB) 5%
Soro de cavalo inativado por calor (SC) 10%

Os soros foram agregados a solugo estoque de RPMI e o meio foi armazenado
a 4 °C durante no maximo 7 dias.

Tabela 7. Meio RPMI para PC12 diferenciadas

Componente Concentracdo
Solugéo estoque de RPMI 1640 99%

SC 1%
Fator de crescimento do nervo (NGF) 50 ng ml”!

A adig¢8o de NGF ao meio RPMI com soro foi realizada no momento do uso.

Tabela 8. Solug¢do estoque de MEM

Componente Concentragdo
Meio MEM 22¢gl"
Glutamina 2 mM (total)
Glicose 21 mM (total)
NaHCOs; 38 mM (total)
Penicilina 75 mg I
Estreptomicina 50 mg I'

O meio de cultura com os antibiéticos e 0 NaHCO; foi preparado com 4gua bidestilada,
levado a pH 7,4 e esterilizado por filtragdo, sendo armazenado a 4 °C até 30 dias.

Tabela 9. Meio de cultura para neurénios corticais

Componente / Concentragdo Solugdo A Solugéio B
Solugéo estoque de MEM 90% 95%
SC 5% 5%
SFB 5%

Os soros foram agregados a solugo estogue de MEM e o meio foi armazenado a 4 °C durante
no maximo 7 dias. A solugio A foi utilizada no momento do plaqueamento e a B nas trocas
de meio.
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Tabela 10. Meio de cultura para astrocitos corticais

Componente / Concentra¢do Solugdo A Solugdo B
Solugdo estoque de MEM 80% 90%
SFB 10% 5%
SC 10% 5%
EGF 10 ng mi!

Os soros foram agregados a solugfio estoque de MEM e o meio foi armazenado a 4 °C durante
no maximo 7 dias. A adi¢iio de EGF ao meio com soro foi realizada no momento do uso.
A solucdo A foi utilizada no momento do plaqueamento e até ser atingida a confluéncia,
enquanto a B foi empregada nas trocas de meio.

Tabela 11. Solugdo salina controle (SSC)

Componente Concentragdo
Cloreto de sédio (NaCl) 120 mM
Cloreto de potassio (KCl) 5,4 mM
Cloreto de calcio (CaCl,) 1,8 mM
NaHCO; 4,4 mM
Glicina 5uM
Glicose 15 mM

Acido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfonico (HEPES) 20 mM

A solugio salina controle (modificada de Choi et al,, 1987) foi preparada com &agua
bidestilada, levada a pH 7,4 e esterilizada por filtragdo, sendo armazenada a 4 °C por no
maximo 30 dias.

Tabela 12. Solu¢do salina tamponada com fosfato (PBS)

Componente Concentragdo
NaCl 8gl'
KCl 02gl
Fosfato de sédio dibasico (Na,HPO.) 0,92 gl
Fosfato de potassio dibasico (KH,PO4) 02gl’

A solugdo PBS foi preparada com agua bidestilada e esterilizada por filtragdo, sendo
armazenada a temperatura ambiente.
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3. Modelo animal
3.1. Animais utilizados
Foram utilizados ratos Sprague-Dawley do biotério do Instituto de

Investigaciones Biologicas Clemente Estable (Montevidéu, Uruguai).

Ratas adultas, a partir de 90 dias (250-300 g), foram separadas em 3 caixas
grandes, com 15 animais em cada. Para que nfo houvessem altera¢ées do ciclo estral,
foram observados as seguintes condigdes: 14 h de luminosidade (das 5 as 19 h),

temperatura mantida em 25 °C, ragdo e agua ad libitum.

3.2. Marcacio das ratas

Apo6s serem anestesiados com éter, os animais receberam cuidadosa marcagio
do pavilhdo auricular com o uso de um saca-bocado, para permitir sua posterior
identificagdo. Nesta marcagdo, o pavilhdo auricular esquerdo foi utilizado para as

unidades, e o direito para as dezenas.

3.3. Ciclagem das ratas

A determinagdo do ciclo estral dos animais foi realizada através de coleta
vaginal, com o uso de uma alga de platina em forma circular. Antes de ser introduzida, a
platina era mergulhada em um frasco contendo &gua, para que fosse formada uma
membrana no circulo e permitir a coleta do fluxo vaginal sem dano a mucosa. O material
contendo as células era transferido para uma lamina de vidro marcada. Em seguida a alga
de platina era aquecida ao vermelho e mergulhada na 4gua para ser usada em outro

animal. Sobre o material coletado era acrescentada uma pequena gota de violeta de
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cresil. O padrio celular era entdio analisado ao microscopio para determinacdo da etapa

do ciclo estral.

A coleta de material foi sempre realizada entre as 16 ¢ 17 h. Aproximadamente
95% das ratas apresentavam ciclo estral de 4 dias (Diestro, diestro, proestro e estro) e

apenas estas foram utilizadas.

As ratas em proestro eram reunidas para acasalamento (as 18 h) em uma caixa,
numa propor¢do de no maximo 2 fémeas por macho. Apds 15 h, o macho era retirado,
coletando-se o material das ratas. A presenca de espermatozdides no fluxo vaginal era
interpretada como sinal de acasalamento bem sucedido. Considerando-se que, estando a
rata em proestro a cépula ocorria poucos minutos apds a reunido dos animais, este dia
era designado como 1° dia de gestagdo. Cabe salientar que alguns autores consideram o

aparecimento do tampdo vaginal como dia zero.

3.4. Obtencéio dos embrides

Na preparagdo de culturas primarias de neurdnios corticais, foram utilizados
embrides com 16 dias de gestagdo (E16). Para retirada dos embribes, a rata era
anestesiada profundamente com éter, era procedido desnucamento cervical e em seguida
realizada uma cesariana para remocdo do utero. Este entdo era imediatamente
transferido para um tubo cOnico contendo meio essencial minimo a 4 °C. Em cada

experimento, os embrides eram obtidos de uma mesma rata.
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3.5. Obtencido dos neonatos

Na prepara¢do de culturas primérias de astrdcitos corticais, foram utilizados
neonatos com no maximo 24 h de vida. Apds serem anestesiados com éter, eram
mergulhados um a um em &lcool 95° durante 90 segundos e decapitados em seguida no

interior de uma capela de fluxo laminar.

4. Culturas celulares

O termo cultura de células refere-se a culturas derivadas de células dispersas,
provenientes de um tecido original, de uma cultura primaria, ou de uma linhagem celular

(Freshney, 1994).

A cultura priméria de células pode ser obtida permitindo-se que células migrem
a partir de um ﬁégmento de tecido, sobre um substrato adequado, ou pela desagregacdo
tecidual, com a produgdo de uma suspensdo celular onde algumas células poderfo
aderir-se ao substrato. Na dissocia¢do celular, utiliza-se procedimentos mecénicos ou
digestio enzimatica. Mais freqlientemente, sio utilizadas enzimas como tripsina,
colagenase, elastase, hialuronidase, DNAse, pronase, dispase, ou combina¢es destas

(Freshney, 1994).

Em nossas preparagdes, obtivemos a suspensfo celular com o uso de tripsina
seguido da adi¢éo de desoxirribonuclease I (DNAse I) . A tripsina permite uma excelente
digestdo da matriz extracelular. Entretanto, deve ser utilizada cuidadosamente uma vez
que pode danificar as células. Para tanto, realizamos o processo enzimético dentro de

limites rigidos de tempo e temperatura, interrompendo a ac¢8o da enzima pela adi¢do de
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soro fetal bovino. A DNAse foi empregada para dispersar o DNA liberado por células
eventualmente lesadas, pois este tende a promover a formagfo de grumos (Schnaar &
Schaffher, 1981). Ap6s a adigdo da DNAse, tornamos homogénea a suspensdo com uma

leve acdo mecénica, completando a desagregacgdo celular.

Células assim isoladas de um tecido dependem, em geral, da ancoragem a um
substrato para sobreviver. Este processo origina a chamada monocamada celular

primaria, sendo considerado o dia em que foram dispersas sobre o substrato como 1° dia

in vitra (1° DIV).

No caso dos astrocitos, a superficie do pldstico utilizado como substrato pode
tornar-se totalmente recoberta, formando a chamada monocamada confluente
caracterizada por células com auséncia de refringéncia. Estas células também podem ser
dispersas com tratamento enzimatico e transferidas para um novo substrato. Este
procedimento constitui uma passagem, € as culturas filhas, agora uma linhagem celular,

originam monocamadas secunddrias (Freshney, 1994; Saneto & De Vellis, 1987).

Em nossas preparagdes, estabelecemos monocamadas secundarias de astrocitos
corticais (neurdnios ndo suportam uma passagem). Estas células gliais, uma vez aderidas
tornam-se extremamente achatadas, ao contrario de outras células corticais que, por esta

razio, apresentam refringéncia com contraste de fase.

Ainda é importante salientar que, areas do cérebro em geral, e tipos celulares em

particular, apresentam distintos tempos de desenvolvimento durante a ontogénese.
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Por exemplo, o tronco cerebral amadurece muito antes do cortex, € os neurdnios se
desenvolvem e tornam-se pés-mitdticos antes da proliferacdo glial (Saneto, 1990).
Portanto, a idade do animal e a drea do cérebro utilizada sdo determinantes da

maturacéo e da composi¢do celular da cultura.

Em nossas preparages, utilizamos sempre o cortex parietal como material para
a cultura. Entre 0-2 dias pds-natal, esta 4rea ¢ ainda imatura com respeito ao
desenvolvimento glial, permitindo 6timas culturas gliais mistas (Saneto, 1990). Nossas
monocamadas primarias de astrocitos corticais foram obtidas a partir da purificagdo
destas culturas celulares. Para garantir reprodutibilidade e estabelecer credibilidade na
extrapolagdo dos dados da cultura para eventos in vivo, utilizamos a mesma area
cerebral na obtengfo das culturas neuronais. Entretanto, nfo empregamos animais
neonatos, ja& que os neurdnios desenvolvidos nfo suportariam os processos de
desagregacdio tecidual e ocorreria morte e sele¢do de determinadas populagSes
neuronais. Por conseguinte, foram utilizados animais embrionarios, diminuindo assim o
nimero de células nervosas danificadas com o processo de preparagdo, garantindo a

heterogeneidade neuronal, caracteristica do cdrtex cerebral.

Foram realizados também experimentos com o uso da linhagem celular tumoral
PC12. Estas células, derivadas de feocromocitoma de rato, t€m sido extensivamente
utilizadas nos estudos de mecanismos de morte neuronal (Batistatou & Greene, 1993;

Pan & Perez-Polo, 1993).
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4.1. Citosina arabinosideo

A preparagdo de monocamadas de astrocitos e de culturas neuronais puras,
implicou na eliminagdo de outras células presentes no tecido cortical (i. e. micréglia e
oligodendrécitos). A capacidade proliferativa e a diferenga temporal de diferenciagio
destas células, foi a base utilizada neste processo. O agente supressor da multiplicagdo
celular, denominado citosina arabinosideo (Ara-C), foi agregado ao meio das culturas
para eliminar as células nfo neuronais em processo de divisdo (Saneto & De Vellis,
1987). A aglio da Ara-C parece ser menos eficiente na inibicdo da proliferagdo de
astrocitos e ser toxica aos oligodendrécitos (Norton & Farooq, 1990). Verificamos

também que trata-se de um excelente elemento para o controle mitdtico da micréglia.

A concentragio de Ara-C agregada ao meio variou com o tipo de cultura e com
0 tempo previsto para sua a¢do. Na purificacdo de monocamadas primdrias de astrdcitos
corticais, foi utilizado 10 uM durante 48 a 54 h. A mesma concentragdo foi utilizada na
obtengdo de culturas corticais mistas. Nestes casos, culturas neuronais receberam Ara-C
no 4° DIV durante 48 h. Para obtenc¢do de culturas neuronais puras, foi adicionada no
momento do plaqueamento, numa concentragdo de 3 pM. Esta mesma concentracdo foi
utilizada quando neurbnios foram plaqueados sobre monocamadas secunddrias de
astrdcitos, tendo sido adicionada no 6° DIV de co-cultura. Em ambos os casos, o

inibidor mitdtico foi utilizado durante 72 a 96 h.

5. Preparacio de cultura primaria de astrocitos corticais
Culturas primarias de astrdcitos demonstram grande plasticidade, e pequenas

alteragSes na técnica (idade do animal, procedimento de dissociagdo, densidade de



60

plaqueamento, quantidade de soro, composi¢do do meio, etc) podem influir em suas
caracteristicas (Saneto & Vellis, 1987; Sensenbrenner et al., 1986). Foram utilizados
neonatos de no maximo 24 h porque as células astrogliais ainda estdo se dividindo,
enquanto a maioria dos neuroblastos ja& cessaram a proliferacdo. O uso de animais mais
velhos pode resultar na contaminagfio da cultura com células nfio astrociticas (por ex.
fibroblastos). Na preparagéo das culturas de astrécitos foi empregado o método de

Saneto & Vellis (1987) com algumas modificagdes.

5.1. Material

MEM e MEM suplementado com SFB 10%, SC 10% e EGF 10 ng mi”

PBS e SFB (ou inibidor de tripsina)

Tripsina Gibco (2,5%) e DNAse I, Sigma D4527 (10 mg ml™)

Um tubo cénico de 45 ml com dlcool 95° para submergir os neonatos

Um tubo conico de 45 ml com alcool 95° para submergir 0 material cirdrgico
Um tubo conico de 45 ml para filtracdo e plaqueamento

Dois tubos conicos de 15 ml para digestéo enzimética

Duas placas de 100 mm € uma de 35 mm

Garrafas de 25 cm’ (nfio ha necessidade de adicionar substrato)

Tesoura grande e pequena, uma pinga dente de rato, uma pinga fina com dentes, duas
pingas finas, uma pinga em L e bisturi.

Micropipetas (1000 e 100 pl) e pipetas de 10 ml

Peneira 100 (140 um)

Algodio embebido em alcool 70%

5.2. Preparacio do material
Os dois tubos conicos grandes foram preenchidos com 40 ml de alcool 95°. Foi

adicionado 10 ml de PBS a cada placa de 100 mm e 2 ml & placa de 35 mm. Num tubo

conico pequeno foi adicionado 2 ml de PBS.
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5.3. Protocolo de preparagio de cultura primaria de astrocitos corticais
Os procedimentos a seguir foram realizados no interior de uma estagfo de fluxo

laminar horizontal, sendo descritos para um nimero de 8 neonatos de no méximo 24 h.

Apbs serem anestesiados com éter, 0s neonatos eram submergidos um a um, em
alcool 95° por 90 segundos e decapitados. Para realizagdo da dissec¢fio, a cabega era
apoiada sobre uma gaze estéril ou sobre algoddo embebido em alcool 70%. A caixa
craniana era recortada latero-anteriormente, na altura dos foramens auriculares, e
seccionada transversalmente a nivel ocular. A calota craniana era entfio rebatida,
postero-anteriormente. O encéfalo era retirado e transferido para uma placa de 100 mm
com PBS. Imediatamente era realizada a dissec¢do para obtengdo do cortex parietal.
Uma pinga fina era utilizada para segurar o tronco cerebral e outra em L. para remogfo
da 4rea cortical dos dois hemisférios. O cortex parietal era entdo dissecado com a
retirada da dura-mater e restos dos plexos cordideos. O tecido cortical, com forma de
domo, era entio transferido para outra placa de 100 mm contendo PBS, repetindo-se o

mesmo procedimento em outro neonato.

Depois de obter os encéfalos necessarios (rendimento de aproximadamente 1,5 a
1,8 x 10° células por neonato), os cortices dissecados foram transferidos para a placa de
35 mm contendo PBS. Este procedimento de transferéncia do tecido ¢ importante para
remogdo de restos teciduais, eliminando a contaminag@o com outros tipos celulares tais

como eritrdcitos provenientes da ruptura dos vasos sangiiineos.
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Com a micropipeta de 1000 pl, o PBS foi aspirado e descartado, e o tecido
extraido mantido com a menor quantidade de liquido possivel. Os pequenos pedagos de
cortex foram entdo picados com a ponta de um bisturi. Os 2 ml de PBS previamente
separados, foram adicionados sobre o tecido cortical. Com a micropipeta de 1000 pl, o
material foi transferido para um tubo conico, e o volume foi dividido igualmente nos dois

tubos de 15 ml.

Os dois tubos cdnicos contendo o tecido cortical foram colocados, durante 25
min, em banho-maria a 37 °C, com tripsina numa concentragéo final de 0,25%. A cada 5
min oé tubos eram agitados levemente. Para inibir a agfo da tripsina, foi adicionado SFB
(concentragéo final 10%), passando-se 2 vezes pela ponteira da micropipeta de 1000 pl
para garantir uma boa mistura. Em seguida, foi adicionado 50 pl de DNAse I, agitando-
se levemente. Durante 5 min, permitiu-se o deposito do material. Logo apds, este foi
passado lentamente, 6 vezes, pela ponteira da micropipeta de 1000 pl. Durante este
procedimento, os tubos conicos eram inclinados evitando-se a formago de bolhas, e a

suspensdo assumia aspecto homogéneo devido a completa desagregacdo tecidual.

Os volumes eram entdo reunidos em um tubo cdnico de 15 ml, adicionando-se
MEM até a marca de 10 ml. O volume era passado 4 vezes por uma pipeta de 10 ml para
garantir uma boa mistura e, apos, transferido para a peneira para remoc¢do dos vasos
sangiiineos e restos de meninges. Para garantir um bom rendimento, a passagem da
suspensdo celular pela tela era realizada lentamente. Para tanto, a ponta da pipeta era
aproximada da tela, desprendendo-se um pouco do liquido. Quando este comegava a

passar, permitia-se o lento escoamento do seu contetdo.
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A suspensdo recém filtrada era transferida novamente para o tubo cdnico de
15 ml, e centrifugada a 40 xG durante 5 min. O sobrenadante era descartado com o uso
de uma bomba de vacuo (ou com uma Pasteur com algodfo e pera). Agregava-se

entfo 2 mi de MEM, ressuspendendo-se o pelet com a micropipeta de 1000 pl.

A suspensdo celular era transferida para um tubo cOnico contendo 18 ml de
MEM suplementado com 10% de SFB, 10% de SC e 10 ng mI"' de EGF. Logo apds,
misturava-se passando 4 vezes por uma pipeta de 10 ml. O volume era entdo dividido
igualmente em duas garrafas de 25 cm” e estas colocadas na estufa a 37 °C (5% de CO,)
por 72 h. Durante este periodo, nfio eram realizadas trocas de meio, evitando-se o
deslocamento das mesmas para nfo prejudicar a adesdo e a extensdo dos processos

astrocitarios.

No 3° DIV, o meio de cultura foi aspirado e descartado, sendo substituido por
meio fresco com a mesma composi¢io do meio de plaqueamento. Nesta fase inicial, o
meio de cultura ndo deve permanecer por mais de 72 h sem ser trocado, pois
encontramos evidéncias de que este procedimento reduz a proliferacdo de astrécitos,
enquanto a contaminagfo com microglia tende a aumentar. Para as condi¢des descritas

acima, entre o 6° € o 7° DIV era atingida a confluéncia das monocamadas primarias.

6. Purifica¢fio de culturas primarias de astrécitos corticais
Ao ser atingida a confluéncia, ou seja, quando a superficie do plastico estava
coberta por astrocitos (células achatadas, poligonais e sem refringéncia) iniciava-se a

purificagio por agitagdo orbital para remogdo de células refringentes contaminantes
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(progenitoras de oligodendrécitos e micrdglia) que aparecem sobre a monocamada
(modificado de Saneto & Vellis, 1987). A troca de meio logo ao ser atingida a

confluéncia era critica para facilitar a purificagdo da monocamada.

Antes da troca do meio de cultura, as garrafas foram fechadas e agitadas por 60
min a 200 rpm (excéntrico 1,5 pol.), em estufa a 37 °C. Logo apds, o meio de cultura foi
descartado e as monocamadas lavadas 2 vezes com 5 ml de MEM. Foi adicionado entdo
MEM suplementado com 5% de SFB e 5% de SC. Agregou-se também Ara-C (10 uM)
para eliminar células em processo mit6tico, macroéfagos cerebrais e células progenitoras
de oligodendrdcitos. Estas taltimas, devem ser eliminadas principalmente pela agitagio
orbital, pois apresentam uma proliferagdo relativamente mais lenta e tardia, tornando-se

por isso menos suceptiveis a agéo da Ara-C.

Ap6s troca do meio, as garrafas permaneceram na estufa a 37 °C, sendo
agitadas durante 16 a 18 h a 250 rpm (excéntrico 1,5 pol.). Ao final deste tempo, o meio
foi aspirado e as monocamadas lavadas 3 vezes com 5 ml de MEM. As condigdes da
monocamada foram avaliadas, considerando-se a presen¢a de células refringentes
(contaminantes) e de zonas alteradas (i. e. ruptura, com exposi¢do da superficie do
plastico). O aparecimento de areas descobertas poderia indicar agitagfio excessiva ou

inicio de purificagdo em uma etapa precoce (anterior a confluéncia).

Depois da observagdo das monocamadas, era adicionado meio fresco com a
mesma composi¢do, MEM com 5% de soro (SFB e SC) e Ara-C (10 uM), continuando

a agitagdo por mais 16 a 18 h. As monocamadas eram entdo lavadas novamente, 3 vezes
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com 5 ml de MEM para remocdo das células contaminantes flutuantes e detritos
celulares (produtos da ag¢do da Ara-C), repondo-se o meio com os mesmos suplementos.
Este procedimento de purificagdo com agitagdo seguida de lavagem, foi repetido uma
vez mais. O tempo de permanéncia com Ara-C nfio excedeu 54 h, e a agitagfo orbital foi
de no maximo 72 h. O comprimento destas etapas, proporcionava a obtengdo de

monocamadas homogeéneas, constituidas por células achatadas e sem refringéncia.

Apds o processo de purificagdo descrito, os campos (aumento de 10 x)
escolhidos aleatoriamente, apresentavam no maximo 1 célula refringente (contaminante).
Observagdes ao longo de varias preparagdes, indicaram que o tempo de contato dos
oligodendrécitos com os astrocitos, parece ser diretamente proporcional a capacidade de
adesdo dos mesmos a4 monocamada. Assim, o retardo no inicio da agitagdo, tornava

praticamente impossivel a remog¢do de oligodendrocitos por este método de purificacdo.

7. Tripsinizacio

Depois do processo de purificagdo, a monocamada primaria foi tripsinizada
(modificado de Saneto & De Vellis, 1987) e as células repicadas para placas multi-pogos
ou de 35 mm. Neste procedimento, o meio de cultura de cada garrafa de 25 cm’ foi
substituido por 5 ml de Versene (0,2 g 1" de EDTA em PBS). Em seguida o liquido foi
descartado com a bomba de vacuo, sendo substituido por 4,5 ml de Versene e 0,5 ml de
uma solucgio 2,5% de tripsina (concentragdo final 0,25%). Logo apds, as garrafas foram
agitadas levemente a 80 rpm (excéntrico 1,5 pol.)), durante 15 min a 37 °C, sendo

observadas ao microscopio a cada 5 min. Os astrdcitos, a medida que se despegavam do
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plastico, assumiam um aspecto esférico e refringente. O processo de agitagdo facilitava a

remogdo de grandes grupos celulares, contendo muitas células esféricas ainda unidas.

Para inibir a agfo da tripsina, adicionou-se SFB (concentragio final 10%)
transferindo-se a suspensdo celular para um tubo cdnico. Apds a reunido das células de

todas as garrafas em um tubo conico, este foi centrifugado durante 5 min a 247 xG.

O sobrenadante foi descartado e o precipitado cuidadosamente ressuspendido
em 2 mil de MEM, com auxilio de uma micropipeta de 1000 pl. A suspensdo celular foi
transferida para um tubo cdnico com MEM suplementado com 5% de SFB e 5% de SC,

sendo entdo plaqueada.

No processo de plaqueamento, foi mantida a relagdo entre a superficie total de
plastico recoberto pela monocamada primaria, e a que seria utilizada na cultura
secundaria. Teve-se o cuidado de nfo aumentar a superficie total de plastico a ser
recoberta, o que poderia acarretar uma demora no estabelecimento da confluéncia
secundéria, ou até na impossibilidade desta ocorrer. Agitacdo excessiva e exposi¢do
demasiada a agfio da tripsina, sdo fatores que podem diminuir o nimero de astrécitos

viaveis, capazes de aderir-se, afetando o rendimento.

8. Manutencio de culturas secunddrias de astrécitos corticais
Mantendo-se a relagdo de superficie antes e apos a tripsinizagdo, depois de 2 a 3
dias era atingida a confluéncia. Neste periodo nfio foram realizadas trocas de meio € as

culturas permaneceram na estufa a 37 °C (5% de COy).
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No 3° dia ap6s a tripsinizagdo o meio foi substituido por um de igual

composi¢éo ao utilizado no plaqueamento, realizando-se trocas a cada 3 dias.

9. Preparacfio de culturas primarias de neurénios corticais

Segundo a literatura, geralmente sdo utilizados embrides entre 14 e 17 dias de
gestagdo. O rendimento de células corticais (neurdnios e glia) ¢ varidvel segundo o
periodo embrionério. Padronizamos o uso de embrides com 16 dias de gestacdo,
utilizando com algumas alteragdes, o protocolo descrito por Choi e colaboradores
(1987). Estabelecemos para este periodo, um rendimento médio de 1,5 x 10° células por

embrido.

9.1. Material

MEM e MEM suplementado com SFB 5%, SC 5%

PBS e SFB (ou inibidor de tripsina)

Tripsina Gibco (2,5%) e DNAse I Sigma D4527 (10 mg ml™)

Um tubo cdnico de 45 ml com MEM para submergir o utero com os embrides

Um tubo conico de 45 ml com élcool 95° para submergir o material cirurgico

Um tubo cOnico de 45 ml para filtragdo e plaqueamento

Dois tubos conicos de 15 ml para dissociagdio enzimatica

Duas placas de 100 mm e uma de 35 mm

Material plastico para plaquear (tratado com substrato ou com monocamada secundaria
de astrocitos)

Tesoura grande e pequena, uma pinga dente de rato, uma pinga fina com dentes, duas
pingas finas e bisturi.

Micropipetas (1000 e 100 pl) e pipetas de 10 mi

Peneira 100 (140 pm)

Algoddo embebido em 4lcool 70%
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9.2. Preparagio do material
Um tubo conico de 45 ml foi preenchido com 40 ml de alcool 95° e outro, com
30 ml de MEM a 4 °C,; foi adicionado 10 ml de PBS a cada placa de 100 mm, 2 ml &

placa de 35 mm e 2 ml de PBS em um tubo c6nico pequeno.

9.3. Protocolo de preparacdo de cultura primaria de neurénios corticais

Ap6s a rata ter sido anestesiada profundamente com éter, foi realizado
desnucamento cervical. Foi borrifado alcool 70% sobre o abdomen antes de secciona-lo
longitudinalmente. No terco inferior da secgfo longitudinal foi feito um corte transversal,

rebatendo-se lateralmente a parede abdominal.

A vagina era ento suspendida, sendo seccionada junto ao ttero. A partir da
secgdo, este era elevado para contagem do nimero de embrifes. A seguir, o utero era

removido e transferido para o tubo c6nico com MEM a 4 °C.

Os procedimentos a seguir foram realizados no interior de uma estagdo de fluxo
laminar horizontal, sendo descritos para 10 embrides E16. Estes foram transferidos dois
a dois para uma placa de 100 mm contendo PBS. Apés a secgdo dos envoltérios e de
serem separados da placenta, os embrides foram levados para a outra placa de 100 mm.
Com uma pinga fina eram decapitados, descartando-se os corpos. A cabega era apoiada
sobre a secgfio cervical para obtengfo do cérebro. Com uma pinga fina era firmada a
cabega, e com a outra, realizada uma secgfo longitudinal da pele e da caixa craniana.
Uma pinga fina era introduzida com as pontas fechadas, lateralmente, a nivel da base

craniana. Ao ser aberta, rompia 0os nervos cranianos ¢ o hipotalamo, permitindo a
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retirada do cérebro. Este era entfio seccionado medialmente, com o auxilio das pingas
finas. Apés a separagio dos hemisférios, as meninges eram removidas no sentido
témporo-parietal. Em seguida, plexos cordides, hipocampo e estriado eram removidos,
transferindo-se o cortex parietal para a placa de 35 mm contendo PBS. O mesmo
procedimento era efetuado para outros dois embriGes, e sucessivamente até a obtengio

de todo o material.

QO PBS da placa de 35 mm era entfo descartado com o uso de uma micropipeta
de 1000 pl O tecido obtido era picado com bisturi, e depois, agregado sobre 0 mesmo
os 2 ml de PBS previamente separados. O material foi transferido para os tubos cdnicos
pequenos, sendo dividido igualmente entre eles. Foi agregado tripsina (0,08% final) e os
tubos foram incubados a 37 °C durante 40 min, sendo agitados levemente a cada 10 min.
Para inibir a acdo da enzima, foi adicionado SFB (10% final) e em seguida, para
completar a dissociagdo, 50 pul de DNAse por tubo. Ap6s 5 min, a suspensdo foi passada
lentamente 6 vezes pela ponteira da micropipeta de 1000 pl, sem fazer bolhas. Os
volumes foram reunidos em um tubo cdnico de 15 ml, adicionando-se MEM até ser
completado 10 ml. A suspengdo foi filtrada na peneira e depois centrifugada durante 5
min a 110 xG. O sobrenadante foi descartado e o pelef ressuspendido em 2 ml de MEM,

com auxilio de uma micropipeta de 1000 pl

Retirava-se entdo uma aliquota da suspengéo celular e realizava-se uma diluig¢éo
1:20, contando-se as células no hemocitdmetro. Apds ter sido estimado o nimero total
de células, o volume necessirio para ser obtida a densidade celular desejada era

misturado ao meio de plaqueamento. Este consistia de MEM suplementado com 5% de
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SFB e 5% de SC. A adigfio ou ndo de Ara-C e a densidade de plaqueamento, dependia
do tipo de cultura desejada. Ap6s a dilui¢do da aliquota no meio de cultura, a suspengo
celular era transferida para os plasticos previamente preparados, os quais permaneciam

na estufa a 37 °C (5% de CO,) por no minimo 24 h para adesdo celular.

10. Preparacdo de culturas neuronais puras

Na obtengdo de culturas puras de neur6nios corticais, as células corticais foram
plaqueadas numa densidade de 110 x 10 céls. cm?, em MEM suplementado com 5% de
SFB, 5% de SC e 3 uM de Ara-C. Os plasticos foram previamente tratados com poli-D-

lisina ou poli-D-lisina com laminina.

11. Preparagio de culturas corticais mistas

No estabelecimento de culturas corticais mistas, as células corticais foram
plaqueadas numa densidade de 110 x 10° céls. cm?, em MEM suplementado com 5% de
SFB e 5% de SC. Os plasticos utilizados ndo foram tratados com substrato quimico.
Desta forma, a adi¢do de Ara-C (10 uM durante 48 h) foi realizada no 4° DIV, para
permitir a multiplicacdo de astrocitos da mesma preparagdo, os quais serviam como

substrato para a adesdo neuronal.

12. Preparaciio de co-culturas de neurdnios e astrécitos corticais

Na elaboragdo de co-culturas, as células corticais foram plaqueadas numa
densidade de 110 x 10’ céls. cm? ou de 12,5 x 10° céls. cm? sobre monocamadas
secunddrias confluentes de astrocitos corticais entre o 20° e o 30° DIV. Nestas co-

culturas foi utilizado MEM suplementado com 5% de SFB, 5% de SC e 3 uM de Ara-C.
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13. Troca do meio de cultura

Na manuten¢fo de culturas neuronais puras, mistas ou co-culturas, a primeira
troca era realizada no 3° ou 4° DIV e as subseqiientes a cada 3 dias. Nestes casos,
apenas metade do volume era substituido por meio fresco, sendo omitido o SFB. A
adicdo deste soro demonstrou ser neurotéxica, principalmente para culturas neuronais
puras. A acdo deletéria do SFB sobre as culturas neuronais era mais evidente a partir do
7° DIV. Talvez o fato observado relacione-se com a potenciagdo da toxicidade aguda do

glutamato mediada pela albumina do soro (Eimerl & Schramm, 1991).

As trocas de meio de cultura de monocamadas secunddrias de astrécitos
também eram realizadas a cada 3 dias. Em cada troca, o volume total do pogo (1 mi)
ou da placa de 35 mm (2 ml) era substituido, utilizando-se MEM suplementado com 5%

de SFB e 5% de SC.

14. Culturas de células PC12

A linhagem celular PC12 de feocromocitoma de rato responde ao NGF
expressando propriedades neuronais (Greene & Tischler, 1976; Greene et al., 1987,
Peunova & Enikolopov, 1995) e tem sido utilizada no estudo da morte neuronal
(Batistatou & Greene, 1991; Batistatou & Greene, 1993; Jackson et al., 1992; Mesner

et al., 1992; Pan & Perez-Polo, 1993; Walkinshaw & Waters, 1995).

Células PC12 crescem rotineiramente em placas ou frascos plasticos de culturas
de tecido no meio RPMI 1640 ou naqueles descritos para células de neuroblastoma

(Skaper et al., 1990). Antes do uso, as monocamadas celulares foram lavadas 3 vezes
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com RPMI. As células foram despegadas com vigorosos jatos do proprio meio,
pipetando-se para cima e para baixo para romper os agrupamentos celulares e despega-
las da superficie plastica. Estas células, geram agrupamentos rapidamente sobre pléstico
recoberto com colageno. Entretanto, sobre uma superficie revestida com poli-ornitina,
mais adesiva, aderem-se enquanto ainda estdio isoladas. Como resultado, podem ser

observadas individualmente por um periodo maior de tempo (Skaper et al., 1990).

15. Substrato

A exceglio de algumas células tumorais e poucas linhagens celulares
selecionadas, que s3o capazes de proliferar em suspensdo, a adesdo num substrato
artificial parece ser essencial para a sobrevivéncia e proliferagdo da maioria das células

ndo transformadas (Freshney, 1994).

Em nossas culturas, foram utilizados plasticos de poliestireno e Thermanox, que
proporcionam um substrato simples e reproduzivel, com boas qualidades Opticas.
Inicialmente hidrofobicos, estes plasticos sdo tratados, ainda no processo de fabricagfo,
com forte descarga elétrica, quimicamente, ou por irradiagdo y, para que sua superficie

seja carregada e torne-se hidrofilica (Freshney, 1994).

Uma vez que a qualidade do produto varia em fungdo do fornecedor e do lote
utilizado, a eficiéncia de adesdo foi testada para diferentes marcas. Nesta comparagio foi
utilizado meio com a concentracdo de soro 6tima e com a metade desta, j4 que altas

concentracdes de soro podem mascarar imperfeicdes do plastico. Para placas de multi-



73

pogos (4 e 24), placas de Petri (35 ¢ 100 mm) e garrafas (25 cm?) foram selecionados e

utilizados plasticos Nunc.

Os neur6nios parecem ser mais exigentes do que outras células na escolha do
seu substrato (Freshney, 1994). Nas culturas neuronais, para que ocorra adesdo e
extensdo neuritica, a superficie plastica utilizada como substrato deve ser recoberta com
moléculas que mimetizem a matriz extracelular. Nestes casos, onde a carga superficial
parece ser insuficiente para reproduzir os complexos sinais de interagio de matriz, é
necessdrio utilizar macromoléculas tais como poli-D-lisina ou poli-D-ornitina, para criar
uma matriz artificial. Em nossas preparacGes, verificamos que a combinagio do
polimero poli-D-lisina com o elemento de matriz extracelular laminina, melhorava
significativamente o aspecto de culturas neuronais puras. Esta associagfo reproduzia o
padrio de culturas de neurdnios plaqueados sobre monocamadas secundarias de
astrdcitos, permitindo a migracfo celular e segregacdo neuritica. Nos experimentos com
células PC12, as superficies plasticas também foram recobertas com substrato quimico,
com o fim de aumentar a adesdo e evitar a selegdo de determinadas células com maior

capacidade adesiva.

Entretanto, a necessidade de uma matriz artificial para que ocorra adesdo ao
plastico, depende do tipo celular. Algumas células como fibroblastos e micréglia,
aderem-se sem que este tenha sido previamente tratado (Freshney, 1994). Da mesma
forma, a carga elétrica superficial, decorrente da radiag#o y utilizada na esterilizagdo dos
plasticos, € suficiente para que os astrocitos possam se aderir. Assim, nas culturas destas

células, as superficies plasticas ndo foram recobertas com substrato quimico. Da mesma
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forma, nas culturas primdrias mistas de neurdnios e astrocitos corticais, também ndo foi
utilizada matriz artificial. Nestes casos, os astrécitos presentes entre as células corticais,
serviram como substrato vivo para as células neuronais. A divisdo mitética glial,
preferencialmente astrocitaria, foi inibida com a adi¢do de Ara-C a partir do 4° DIV
(modificado de Choi et al., 1987). Durante este periodo, ocorreu proliferagdo celular e
zonas do plastico foram recobertas por astrdcitos de aspecto achatado, originando uma
monocamada sobre a qual os neurdnios extenderam seus neuritos. Este tipo de substrato
glial demonstrou ser, como poderia-se esperar, altamente tréfico e permitiu a migragio
neuronal. Nos casos em que foi utilizado, os neurdénios foram menos sensiveis s trocas

de meio.

Nos experimentos onde a troca de meio foi o agente mediador de injuria, os
neurdnios foram plaqueados sobre monocamadas secundérias de astrécitos corticais.
Verificamos que, neste modelo experimental, o uso destas células gliais como substrato,
era essencial para manter as células neuronais, j& que em culturas puras, 0os neuronios
ndo suportaram trocas totais de meio, demonstrando sinais morfolégicos de dano celular
inclusive com substituicdes parciais. Neste modelo, onde foram realizadas trocas em dias
alternados, este fendmeno provavelmente seja devido ao trofismo baseado no contato
entre neurdnios e astrocitos. Entretanto, a interagdo de superficie ndo demonstrou ser a
tinica via trofica, pois culturas neuronais puras sobre substrato quimico, foram mantidas
em melhores condi¢des quando receberam meio condicionado por monocamadas

secundarias de astrdcitos corticais.
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16. Substrato para células PC12

Células PC12 tém a tendéncia a associarem-se fortemente entre si e a aderirem-
se fracamente ao substrato de cultura (pléstico ou vidro). Entretanto, apresentam grande
capacidade de adesdo ao substrato recoberto com coldgeno, poli-ornitina ou poli-lisina.
Para manter as células aderidas por mais de trés dias, é recomendado o uso de substrato

tratado com coldgeno, o qual pode ser extraido da cauda de ratos (Greene et al., 1987).

16.1. Protocolo de extracio de coligeno para células PC12

Para obtencdo do coldgeno foram utilizadas caudas de ratos e o método de
Greene e colaboradores (1987), com pequenas adaptagdes. As caudas foram extraidas
dos ratos, esterilizadas por imersdo durante 20 min em alcool 70% e lavadas com dgua
bidestilada estéril. A partir desta etapa, todas as demais foram realizadas sob condigGes
de esterilidade. Apos dissec¢do, o material foi novamente lavado com 4gua. Para
extracdo do coldgeno, foi merguthado em 4cido acético (0,01%), 75 ml por cauda,
durante 2 ou 3 dias em temperatura ambiente. Depois, realizou-se centrifugacdo a
12.000 xG por 60 min. O sobrenadante foi coletado e fracionado (as aliquotas foram
armazenadas a -20 °C). Uma vez descongelada, a aliquota era armazenada a 4 °C, no

maximo por 30 dias.

Foram realizadas distintas dilui¢des do colageno obtido, misturando-se com
acido acético (0,01%): 1 mlem 5 ml (1:5); 1 ml em 10 mi (1:10); 1 ml em 15 mi (1:15);
0,5 ml em 10 ml (1:20) e 0,5 ml em 15 ml (1:30). A cada uma destas dilui¢des foi
agregado poli-D-lisina (5 ug mI"'). Em seguida, foram adicionados 5 ml destas diferentes

dilui¢des a placas de 100 mm. Ap6s 60 min, as placas foram lavadas trés vezes com dgua
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bidestilada estéril, permanecendo abertas no fluxo laminar (sob radiagdo ultravioleta,
UV), até secarem. Depois de secas, receberam as células PC12, sendo guardadas na
estufa a 37 °C (5% de CO;) por 48 h. Ao final deste periodo, as placas foram observadas
com microscopio de contraste de fase. Desta forma, o substrato que nos pareceu mais
adequado para manuten¢do da linhagem celular foi colageno (1:20) com poli-D-lisina

(5 pg mi™).

16.2. Preparacio de substrato para manutencéio de células PC12

Placas de 100 mm, utilizadas para crescimento e passagens (repique) das células
PC12, receberam 5 ml de coligeno (1:20) e poli-D-lisina (5 pug ml™"). Apés 60 min,
foram lavadas trés vezes com agua bidestilada estéril, secando abertas no fluxo laminar

(sob radiagdo UV). Depois de secas, estavam prontas para receber as células.

Considerando que para alguns tipos de experimentos de curta duragdo pode ser
mais vantajoso o uso de poli-lisina ou poli-ornitina (Greene et al., 1987), testamos
diferentes substratos ¢ concentra¢des, com a finalidade de obter uma maior adeso.
Nestes casos, foram realizados experimentos com meio definido RPMI 1640 ou com
uma mistura deste e soro, determinando-se a viabilidade de células PC12 nas diferentes

superficies tratadas.

As células foram plaqueadas em RPMI sem soro ou suplementado com 5% de
SFB e 10% de SC, numa densidade de 37,5 x 10° céls. cm™, em uma placa de 24 pogos
Nune, previamente tratada. Foram testadas diferentes concentragdes de poli-D-ornitina

0,1, 0,25 e 0,5 mg ml"), poli-D-lisina (0,1 e 0,5 mg mi') ¢ uma combinagiio de
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colageno (1:20) com poli-D-lisina (5 pg ml'). Apés 6 h do plaqueamento, as culturas
foram lavadas trés vezes com PBS, adicionando-se meio definido RPMI com soro em

todos 0s pogos.

Para quantificar as células viaveis associadas ao substrato, adicionou-se ao meio
de cultura de cada pogo, 50 ul de uma solugio de MTT (5 mg mlI'"), por 2 h. Depois da
incubag@o, foi adicionado 1 ml de DMSO e 125 pl de tamp#o glicina-NaCl por pogo.
Ressuspendeu-se cada cultura com uma micropipeta de 1000 ul, determinando-se
espectofotometricamente a absorbancia em 570 ¢ 630 nm, considerando-se a diferenga

destes valores como as unidades de absorbancia (UAbs) de cada pogo (Fig. 5).

Neste caso, uma maior densidade optica significava um maior nimero de células
viaveis aderidas ao substrato. Desta forma, a duas menores concentragdes de poli-
ornitina (0,25 ¢ 0,1 mg ml") foram mais adequadas. Considerando niio haver diferenca
significativa entre estes dois tratamentos, optamos pela menor concentragdo. Assim,
comprovamos também que uma maior concentragio do substrato nfo garantia
necessariamente uma maior adesdio celular (Fig. 5). Ficou evidente também, a
necessidade da presenga de soro para a ades@o destas células. Em todos os tratamentos,
os grupos que ndo receberam soro no momento do plaqueamento, apresentaram uma

significativa diminui¢do da capacidade adesiva.
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Figura 5. Determinagdo de um substrato de alta aderéncia para células PC12
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Densidade Optica obtida a partir da técnica de MTT, indicando a capacidade de adesdo
diferenciada de células PC12 a distintos tratamentos de superficie. As barras claras representam
as culturas que receberam meio com soro e as escuras indicam culturas deprivadas, que
permaneceram em meio definido. Todas determinacdes foram realizadas por duplicado.

Repetimos a experimentagdo para laminulas Thermanox (13 mm), e novamente
o melhor tratamento foi com poli-D-ornitina dissolvida (0,1 mg mI'") em tampéo borato

(15 mM), pH 8.4 (modificado de Greene et al., 1987).

Para células PC12, deve-se considerar que a partir de um mesmo clone, podem
ser selecionadas populagdes com capacidade de adesdo distintas (Greene et al., 1987).

Desta forma a preparagio do substrato celular deve ser rigoramente mantida dentro dos

limites definidos.
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16.3. Preparacio de substrato para experimentos com células PC12

Foram utilizadas placas de 24 pogos Nunc ou laminulas Thermanox (13 mm). O
plastico foi recoberto com uma solugio de poli-D-ornitina (0,1 mg ml™") em tampdo
borato 15 mM, pH 8,4 (estéril). Ap6s 4 h, esta foi aspirada e o plastico lavado quatro
vezes com agua bidestilada. O material secou sob o fluxo laminar, no minimo por

90 min.

17. Substrato para neuronios corticais

Na obtencdo de culturas neuronais puras, células corticais (E16) foram
plaqueadas em placas Nunc de 24 pogos pré-tratadas com poli-D-lisina ou poli-D-lisina
com laminina. Um volume de 300 pl de poli-D-lisina (0,25 mg ml™") dissolvida em 4gua
bidestilada foi acrescentado a cada pogo. Apds 60 min, o mesmo foi descartado,
lavando-se cada pogo com 1 ml de 4dgua bidestilada. A placa era entfo seca sob o fluxo
laminar, durante 90 min recebendo uma densidade celular de 110 x 10’ céls cm?. Em
outras preparagdes, apos a poli-lisina ter sido adicionada, e os pogos terem sido lavados
e secos, adicionou-se a cada um, 300 pl de laminina (5 pg ml") dissolvida em MEM
suplementado com 5% de SFB e 5% de SC. A placa permaneceu durante a noite na
estufa a 37 °C (5% de CO,). Apds aproximadamente 12 h, o meio contendo a laminina
foi descartado, plaqueando-se as células corticais numa densidade de 110 x 10° céls cm™.
O substrato com laminina permitia a migragfo neuronal, possibilitando aos neurdnios a

segregacdo dos somas e neuritos.
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O crescimento de neurdnios sobre monocamadas de astrdcitos apresenta trés
efeitos: a) a extensfio neuritica € relativamente aumentada quando comparada com o
crescimento sobre outros substratos; b) os corpos neuronais geralmente permanecem
isolados, e ¢) os prolongamentos nfio demonstram tendéncia a agruparam-se em
fasciculos (Noble et al., 1984). Considerando que os neurdnios nfo se reagregam,
permanecendo dispersos, a observacdo dos neuritos e a contagem dos somas ¢ facilitada
(Banker, 1980). Além disso, h4 varias evidéncias experimentais de que astrdcitos sdo
substratos particularmente atrativos para a extensdo neuritica (Fallon, 1985). No
estabelecimento de co-culturas, monocamadas secundarias de astrdcitos (20°-30° DIV)
revelaram-se como um substrato ideal para neur6nios corticais. Neste caso, células
corticais (E16) foram semeadas em placas Nunc de 24 pogos, sobre as monocamadas,

em duas densidades, 12,5 ou 110 x 10’ céls cm™.

Na preparacéo de culturas mistas (neurdnio e glia) células corticais (E16) foram
semeadas em placas Nunc de 24 pogos, numa densidade de 110 x 10’ céls cm™. Neste
modelo, a interrup¢do mitdtica foi realizada apenas no 4° DIV, garantindo-se assim um
substrato astrocitario para adesdo e crescimento neuronal. Ao contrério das co-culturas,
neste caso, 0s neurdnios e os astrocitos foram provenientes de cortices com uma mesma

idade embrionaria.

18. Contagem do nimero de células no hemocitémetro
A concentragio da suspensdo celular foi determinada colocando-se uma aliquota

desta numa cimara de hemocitdmetro. O nimero de células de uma 4rea definida, com
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profundidade conhecida, foi quantificado e a concentragdo celular derivada a partir desta

contagem.

A partir de um volume de 2 ml de uma suspenséo celular (em meio definido) foi
retirada uma aliquota de 5 pl. Em seguida, esta foi misturada com 95 ul de PBS em um
tubo de eppendorf. Ap6s um leve turbilhonamento, retirou-se 20 pl desta suspensdo
celular diluida, transferindo-se para um hemocitdmetro, previamente preparado. Com o

uso de uma objetiva 10 x foram contados cinco quadrados de uma cimara.

Cada quadrado do hemocitometro, com a laminula colocada, representa um
volume total de 0,1 mm’ ou 10 cm’. Uma vez que 1 cm’ é equivalente a
aproximadamente 1 ml, a concentragéo celular subseqiiente por ml (e o niimero total de

células) foi determinado conforme os seguintes calculos:

Células por ml = (células contadas em 5 quadrados + 5) x 20 (fator de dilui¢io) x 10*

Total de células = células por ml x volume da suspensio de onde foi retirada a aliquota

19. Determinacio da viabilidade celular
Foram utilizados diferentes métodos na determinacdo da viabilidade celular.

Para tanto, culturas com distintas caracteristicas foram empregadas nestas abordagens.

19.1. Quantificagfio através da contagem do niimero de neurénios
A utiliza¢do da contagem para determina¢do do nimero neuronal, requereu uma
baixa densidade de células no momento do plaqueamento (12,5 x 10° céls. cm™), para

que as mesmas fossem, posteriormente, observadas individualizadas. Para tanto,
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empregaram-se monocamadas secundérias de astrocitos como substrato, para evitar o
reagrupamento neuronal (Banker, 1980). Assim, o numero neuronal foi estimado através
de microscopia de contraste de fase, onde os neurdnios vidveis foram reconhecidos pela
refringéncia e pelos processos neuriticos caracteristicos. A contagem foi ratificada pela
posterior marcagfio imunocitoquimica anti-neurofilamento (200 kDa, Fallon, 1985;
Giulian et al., 1993; Noble et al., 1984). Em cada poco foram contados quatro campos
(~ 0,5 mm’®) estabelecidos de forma randdémica, sendo marcados para subseqiientes

contagens.

19.2. Quantificacdo através da atividade lactato-desidrogenase
A lactato desidrogenase (LDH) ¢ uma o6xido-redutase citoplasmatica que
converte reversivelmente, conforme a reagdo abaixo, o piruvato a lactato na presenca de

nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido (NADH).

Piravato + NADH—22, Lactato + NAD
*————-——

O extravasamento da enzima a partir de células lesadas é uwm marcador
clinicamente util de varios estados patoldgicos (Hsieh & Blumenthal, 1956; MacDonald
et al., 1957), tendo sido utilizado para quantificar a injuria em cultura de hepatdcitos em
monocamadas (Tolman et al., 1978) e em suspengdo (Dujovne et al., 1972). Em adicéo,
Koh & Choi (1987) determinaram quantitativamente a injiria de neurénios corticais em
cultura, a partir do efluxo de LDH. Desde entdo, o método tem sido empregado na
determinagdo da viabilidade neuronal em diferentes modelos de neurotoxicidade (Patel
et al., 1990; Lipton et al., 1993; Hewett et al., 1994; Bonfoco et al., 1995; Koh et 3.15

1995).
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A LDH extracelular € quimica e biologicamente estavel e a magnitude do efluxo
de LDH nas culturas, correlaciona-se linearmente com o numero de neurdnios
danificados pela exposi¢fo ao glutamato (Koh & Choi, 1987). A taxa de diminui¢io na
absorbéncia, devido a formagdo de NAD, ¢ diretamente proporcional a atividade LDH.
Por outro lado, tratando-se de uma técnica nio invasiva, € vantajosa quando comparada
com outros métodos de determinagfio de viabilidade que alteram o ambiente biolégico

das culturas (Koh & Choi, 1987).

Nos experimentos de excitotoxicidade, o meio de cultura foi substituido por
uma solucdo salina de incubacfo (modificado de Choi et al., 1987) por 5 min, durante a
exposicdo ao NMDA. Imediatamente apds, esta foi removida, repondo-se MEM com
5% de SC. Em outro desenho experimental, o meio de cultura foi substituido por meio
fresco com a mesma composigdo, no qual foi adicionado 100 uM de NMDA. Em ambos
os casos, depois de 24 h a 37 °C (5% de CO,), foram retiradas as aliquotas para a
determinacio da LDH liberada. Como controle para descartar a presenga de LDH
exogena, nas medicdes da atividade desta enzima foram utilizadas aliquotas de meio de

cultura com ou sem soro.

A atividade da LDH foi medida no meio de cultura em temperatura ambiente,
através do método espectrofotométrico de Wroblewski & LaDue (1955). Neste
procedimento, cada amostra de meio (184 pl) foi misturada com 612 pl de tampéo
fosfato (100 mM, pH 7,5) contendo NADH (0,47 mM). Depois de 20 min, 204 pl de
piruvato de sédio (22,77 mM) foram adicionados a mistura. A diminuicdo de

absorbincia para NADH foi analisada a 340 nm, automaticamente em intervalos de 2
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segundos durante 10 min, sendo demonstrada graficamente num terminal de video. A
concentragdo de LDH foi calculada a partir da inclinagdo da reta da curva de
absorbéncia, ajustada por regressdo linear, durante a por¢fo linear (inicial) da curva. O
valor da inclinagdo, resultado da atividade LDH em cada pogo, foi expresso por
unidades de densidade Optica (340 nm) x 10° min". Posteriormente, os valores da

inclina¢@o de cada tratamento, foram convertidos em percentagem de morte neuronal.

Em culturas neuronais puras, a conversdo dos valores de inclinagdo em

percentagem de morte neuronal, para cada poco, foi realizada segundo a equagdo:

M=_P, x100
P, +Pg

Onde M ¢ a percentagem de morte neuronal, P, € a inclinagfio obtida da aliquota do
sobrenadante e Py € a inclinagdo resultante da quantificagdo da LDH apds extragio com
triton X-100 nas mesmas culturas. Nestes casos, apds a retirada de uma aliquota de meio
de cada po¢o, o meio de cultura era removido e substituido por 500 ul de meio com a
mesma composicdo, no qual era adicionado 0,1% do detergente triton X-100 (meio de
extragdo). Depois de 30 min, eram retirados 184 ul, os quais eram misturados com
612 pl de tampdo fosfato contendo NADH (0,47 mM) e 204 pl de tampéo fosfato com
piruvato (22,77 mM), em uma cuba de espectrofotdmetro. O valor da inclinagio obtido
a partir da extragdo, era considerado como a quantidade de LDH n#o liberada por meio

do NMDA, ou seja, de células nfo lesadas pela excitotoxina.

O agonista glutamatérgico NMDA foi utilizado na extragdo da LDH de culturas

mistas ou co-culturas para garantir que a enzima liberada fosse exclusiva do efluxo de
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neurdnios sensiveis esta excitotoxina. Em aliquotas de meio de monocamadas de
astrocitos corticais, estimuladas com NMDA (500 uM) durante 24 h, nio foram
detectados niveis significativos de LDH. Este resultado € coerente com a auséncia de
receptores glutamatérgicos para esta excitotoxina nestas células gliais (Backus et al.,

1989; Teichberg, 1991).

Desta forma, em culturas mistas ou em co-culturas, a viabilidade neuronal foi

determinada conforme a equagfo abaixo:

M = Py x100
Pyt Pey

Onde M ¢ percentagem de morte neuronal, P4 é a inclinagdo obtida da aliquota do
sobrenadante e Pgy € a inclinagdo média, resultante da quantificagdo da LDH de culturas
irmis, apds extragdo com 500 uM de NMDA e 10 uM de glicina, durante 24 h. A
substituicdo do detergente pela excitotoxina, deve-se ao fato dos neurdnios estarem
associados com uma quantidade imprecisa de células gliais, no caso das culturas mistas
ou co-culturas, as quais apresentam LDH citoplasmatica. Nestes casos, a extragdo da
enzima com NMDA, demonstrou ser mais eficiente para obtencdo da quantidade total de
LDH, extraindo LDH apenas dos neurOnios sensiveis a este agonista glutamatérgico

(Hewett et al., 1994; Koh et al., 1995).

Entretanto, a LDH extracelular demonstrou ser biologicamente estavel durante
72 h no sistema de culturas de células corticais (Koh & Choi, 1987). Assim, este método
ndo foi empregado nos modelos onde os efeitos da injiria foram estudados por mais de

24 h.
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19.3. Quantificacdo através da atividade redutora mitocondrial

O brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil tetrazolio (MTT) € um sal de
tetrazdlio solivel em agua. Quando preparado em meios ou solugdes salinas sem
vermelho fenol, confere uma coloragdo amarelada ao liquido. O MTT dissolvido é
convertido em azul de formazan insolivel pela clivagem do anel de tetrazdlio. Este
formazan insolivel em agua pode ser solubilizado com dimetil-sulféxido (DMSO), € o
material dissolvido medido espectrofotometricamente fornecendo absorbancia como uma
funcdo da concentragdo do corante formado. Desidrogenases mitocondriais ativas,
presentes nas células vivas, sdo as responsaveis pela redu¢do do MTT. Considerando
que células mortas sdo incapazes de realizar este processo, a conversio do corante
amarelo em azul de formazan tem sido usada para quantificar a viabilidade celular

(Mossmann, 1983; Skaper et al., 1990).

Um volume de 50 pl da solugfio estoque de MTT (5 mg ml') era adicionado em
cada pogo contendo 500 pl de meio de cultura. O tempo de incubagéio erade 1a2ha
37 °C (5% de CO,). Apds o periodo de incubagdo, era adicionado a cada pogo 1 ml de
DMSO e 125 pul de tampdo glicina-NaCl (100 mM pH 10,5). A leitura
espectrofotometrica foi realizada no comprimento de onda de 570 e 630 nm para cada

amostra, considerando-se a diferenca destes valores como a densidade dptica de cada

pogo.

O método foi validado para células PC12 ou neurdnios, plaqueando-se
diferentes quantidades de células. Apds um periodo de 24 h, considerado suficiente para

adesdo ao substrato, foi adicionada a solugdo de MTT. As culturas foram incubadas a
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37 °C (5% de CO,) durante 60 min, determinando-se em seguida a densidade Optica de

cada pogo.

Figura 6. Curva de calibrag¢do de MTT para culturas de células PCI2
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Valores de absorbdncia de diferentes densidades de células PC12. Os resultados foram
analisados por regressdo linear, a inclinagdo da reta foi significativamente diferente de zero,
(p<0,0001); r = 0,9984. Foram realizados trés experimentos por quadruplicado.

Figura 7. Curva de calibragdo de MTT para culturas puras de neurdnios
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Densidade optica de diferentes densidades de neurdnios corticais. Os resultados foram analisados
por regressdo linear, a inclinagdo da reta foi significativamente diferente de zero (p < 0,0001);
r = 0,9962. Foram realizados trés experimentos por quadruplicado.
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20. Fixacdo do material

Foram testados trés tipos de solugdes para fixar as culturas de neurdnios ou
astrécitos corticais: acetona/metanol (1:1) a -20 °C por 10 min (500 pl cm?); 4cido
acético glacial 5% em etanol absoluto a -20 °C por 10 min (500 ul cm?) e

paraformaldeido 4% com glutaraldeido 0,2% a 4 °C por 10 min (500 pl cm™).

Ap6s revelagdo com diaminobenzidina (DAB), na técnica de imunocitoquimica,
a combinag@o paraformaldeido-glutaraldeido foi a que apresentou menor colora¢do de
fundo (inespecifica). Portanto, esta associacdo de fixadores foi utilizada nas culturas
neuronais puras, mistas, co-culturas e na fixagdo de monocamadas de astrécitos
corticais. As culturas de células PC12, também foram fixadas com paraformaldeido 4% e
glutaraldeido 0,2% a 4 °C durante 10 min (1 ml por pog¢o ou 2 ml por placa de 35 mm).
‘ A solugdo estoque de paraformaldeido (36%) foi armazenada a 4 °C por no maximo uma

semana.

21. Citoquimica para NADPH-diaforase
A indugdo da NOS astrocitaria decorrente da estimulagio com LPS foi

demonstrada através da marcagdo da atividade NADPH-diaforase (Bock et al., 1996).

Ap6s fixagdo, o material foi lavado 3 vezes com tampéo fosfato 0,1 M pH 7.4.
Em seguida, as culturas foram colocadas sob agitacdo leve durante 20 min em tampéo
fosfato 0,1 M (pH 7,4) com triton X-100 0,1%. Ao término deste periodo, esta solugdo
foi substituida pelo meio de incubag¢do constituido por tampdo fosfato 0,2 M pH 7.4,

triton X-100 0,1%, 0,5 mg ml" de B-NADPH (Sigma) e 0,2 mg ml" de NBT (Sigma).
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Esta solugdo de incubag@o permaneceu durante 2 h, sob agitagéo leve, a 37 °C (5% de

CO,). Em seguida, o material foi lavado trés vezes com tampé&o fosfato 0,1 M.

As células positivas apresentavam coloracdo azul violeta. Foram realizados

controles negativos, onde a incubagfdo durante as 2 h foi feita na auséncia de B-NADPH.

22. Determinagio dos niveis de nitrito no meio de cultura
A medida da atividade NOS foi realizada a partir da determinagdo dos niveis de
NO;, acumulados no meio de cultura, através da técnica de Griess (Chao et al., 1992;

Galea et al., 1992; Zielasek et al., 1992).

Sob as condigdes indicadas, as medidas quantitativas de NO, foram realizadas
utilizando-se aliquotas do sobrenadante de culturas secundarias de astrécitos corticais.
Os valores obtidos foram comparados com uma curva padrdo de NO,” com um intervalo

de 6,25 a 50 uM.

O reagente de Griess consiste de uma mistura (1:1) de 0,1% de Naftil etileno
diamina di-hidrocloridrico em agua destilada e 1% de sulfanilamida com 5% de acido
fosférico (HsPO,). O padrio estoque consiste de uma solugdio 100 pM de nitrito de
sédio (NaNO;) em 4gua nanopura. Estabelecemos a curva de calibragdo para NO;

quantificando a densidade 6ptica de amostras conforme a Tabela 13.
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Tabela 13. Amostras para curva de calibragdo de NOy

Depois de 10 min de reagio em temperatura ambiente, a densidade Optica da
mistura (1:1) de fragGes da solugfio padrio ou aliquotas do sobrenadante com o reagente

de Griess foi determinada no espectrofotometro a 540 nm.

Figura 8. Curva de calibragdo para quantifica¢do de NO,
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Aliquotas com diferentes volumes de uma solugéo padrdo de NaNO, (100 uM) foram misturadas
com MEM e o reagente de Griess, originando concentragGes crescentes de NO,. A densidade
Optica das amostras indicou a quantidade de NO,™ nas distintas solugdes.

23. Imunocitoquimica para neurofilamento 200 kDa

Para identifica¢@o das células neuronais foi utilizada a técnica imunocitoquimica

anti-neurofilamento (Fallon, 1985; Giulian et al., 1993; Noble et al., 1984).
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Ap6s a fixagdo, cada pogo foi lavado uma vez com 1 ml de Tris 50 mM (pH
7,6). Para inibir a peroxidase endogena, foi utilizado Tris 50 mM (pH 7,6) e H,O, (30
vol) 1% durante 5 min (1 ml por pogo). O bloqueio foi realizado com Tris 50 mM (pH
7,6), triton X-100 1% e SC 5% por 30 min (até 60 min) em um volume final de 1 ml por
poco. Depois, cada pogo foi lavado trés vezes com 500 pl de Tris 50 mM, pH 7,6 (5 min

por vez).

A adi¢do do 1° anticorpo (anti-NF 200 kDa, monoclonal) foi realizada em Tris
50 mM (pH 7,6), 1:300 (200 pl por pogo), durante aproximadamente 12 h sob agitagio

leve. Cada pogo foi lavado trés vezes com 1 ml de Tris 50 mM pH 7,6 (5 min por vez).

O 2° anticorpo, biotinilado (cabra anti-camundongo), foi adicionado em Tris 50
mM pH 7,6 numa concentrag@o de 1:166 (200 pl por pogo) durante 60 min sob agitagio
leve. Depois cada pogo foi lavado trés vezes com 1 ml de Tris 50 mM pH 7,6 (5 min por

vez).

A amplificagdo foi obtida com a adi¢do de estreptavidina conjugada com
peroxidase do rabanete em Tris 50 mM pH 7,6, numa concentragéo de 1:500 (200 pl
por pogo) durante 60 min sob agitagéo leve. Apds, cada pogo foi lavado trés vezes com
1 ml de Tris 50 mM pH 7,6 (5 min por vez). A revelagdo foi realizada pela redugéo da
DAB (5 mg/10 ml) diluida em Tris 50 mM pH 7.6 (500 pl por pogo) com 48 pl/12 mi de
H,0, (30 vol). O processo foi detido com agua. Foram realizados controles negativos,

onde durante a incubagfo por 12 h, foi omitido o 1° anticorpo.



RESULTADOS
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1. Modelos de injuria e neuroprotecio

Varios agentes tém sido referidos como promotores de neurotoxicidade para
diferentes tipos de neurlnios. Segundo estes trabalhos, diferentes tipos de morte
neuronal sdo descritos como conseqiiéncia de distintos mecanismos de injuria. Um
aspecto interessante de estudar diversos meios de provocar danos neuronais, esta na

possibilidade relacionar os resultados com mecanismos de neuroprotecio.

1.1. Aumento do calcio citosélico: Uso do ion6foro A23187
Devido a diversidade de funcGes atribuidas ao aumento dos niveis citosélicos de
Ca®", inicialmente escolhemos testar o efeito da adicdio de um ion6foro como modelo de

injuria neuronal.

Foi estudado o efeito do influxo de Ca** sobre a viabilidade neuronal, com o
objetivo de verificar a possibilidade de distintos padrdes morfolégicos de morte, em

nossas preparagdes neuronais.

Neur6nios corticais plaqueados na presenca de Ara-C (3 uM) em placas de 24
pogos, sobre poli-D-lisina (0,1 mg mI'") ¢ laminina (5 pg ml"), numa densidade de
110 x 10° céls. cm™?, foram expostos ao ionéforo de Ca** A23187 no 5° DIV. Utilizou-se
trés concentragdes do iondforo (0,1, 1 e 2,5 uM), adicionadas diretamente ao meio de

cultura, em trés experimentos realizados por quadruplicado.

Foram detectados evidentes sinais de dano e de morte neuronal, por andlise em

microscopio de contraste de fase, para as duas maiores concentragbes. O perfil
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citotoxico variou muito em fung@io da concentragdo utilizada (Fig. 9). Nos grupos
tratados com 2,5 uM, 8 h ap6s a adi¢do ja ndo haviam mais neuritos ou somas neuronais
integros. No mesmo periodo, os grupos que receberam 1 puM, também demonstravam
grande nimero de detritos ¢ alguns neurdnios com aumento do volume somdtico, sendo
possivel entretanto, a observacdo de alguns poucos prolongamentos ainda intactos. As
culturas que receberam esta concentracdo de ionoforo depois de 10 h, tornaram-se
idénticas as que receberam 2,5 uM. A concentracdo de 0,1 pM nfo provocou alteragbes
morfolégicas que indicassem dano neuronal, mesmo 24 h apds a adi¢dio da droga,
enquanto que neste mesmo periodo, nas culturas tratadas com 1 ou 2,5 pM s6 eram

visualizados detritos celulares.

Desta forma, foram observados sinais de injiria crescentes, relacionados com o
aumento da concentra¢do do iondéforo. A adi¢do de 0,1 uM ndo demonstrou sinais de

neurotoxicidade, mesmo ap6s 48 h de exposi¢éo a droga (Fig. 9).

1.2. Sensibilidade a excitotoxinas: Adi¢io de NMDA
Neurdnios corticais em cultura sfo sensiveis ao NMDA a partir da primeira
semana in vitro, devido ao inicio da expressdo de receptores especificos que atinge o

maximo no 14° DIV (Choi et al., 1987).

Considerando a riqueza destes receptores em neur6nios corticais, empregamos
este agonista glutamatérgico como modelo para estudar a morte neuronal. Tendo em
vista a possibilidade da ocorréncia de diferentes tipos de injuria, utilizamos distintos

modelos para quantificacdo da viabilidade neuronal.
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Figura 9. Efeito da adigdo do iondforo A23187 sobre a morfologia de neurénios
corticais em cultura
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Campos representativos de culturas neuronais puras no 5° DIV, obtidas a partir de células
corticais (E16), plaqueadas numa densidade de 110 x 10° céls. cm™, sobre poli-D-lisina. A
coluna da esquerda apresenta diferentes campos no momento em que foi adicionado o ionéforo de
Ca”"; a direita, os mesmos sio demonstrados 8 h apos a adigio das distintas concentragdes da
droga (A, 0,1; C, 1 e E, 2,5 uM). Em B, ndo sdo observadas alteracdes morfologicas nos
prolongamentos neuriticos e nos volumes somaticos. Em D, a rede de prolongamentos
desaparece, sendo visivel 0 aumento do volume de somas e a redugdo do numero de células. Em
F, o dano neuronal ¢ massivo, com ruptura neuritica ¢ de somas neuronais. O relativo aumento
de restos celulares refringentes deve-se ao movimento e agrupamento dos mesmos no centro do

pogo. Barra 50 um.
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1.2.1. Determinac¢io da viabilidade neuronal com o uso do MTT

A sensibilidade neuronal a diferentes concentragbes deste agonista
glutamatérgico foi testada inicialmente em culturas mistas no 21° DIV. Nestes casos, as
células corticais foram semeadas em placas de 24 pogos numa densidade de 110 x 10°
céls. cm? e a determinagdio da viabilidade foi realizada através da técnica de MTT, 24 h

apos a exposi¢do ao NMDA, durante 5 min (conforme Choi et al., 1987).

Como representado na Figura 10, quando adicionado 300 ou 500 puM de
NMDA, a viabilidade neuronal caiu 28 e 34%, respectivamente, em relacdo aos

controles (p < 0,05 e p <0,01).

Figura 10. Efeito da adigdo de NMDA sobre a viabilidade de neurénios corticais
em culturas mistas: Determinagdo através de MIT
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A viabilidade foi determinada através da técnica de MTT. Os dados representam a média + D.P.
de trés experimentos realizados por quadruplicado (n = 12). Os grupos foram comparados
através de ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls (p <0,05 *;

p < 0,01 *¥),
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Entretanto, nfio foram observadas diferencas significativas na densidade 6ptica
entre culturas controles e tratadas com 100 uM, embora fossem visiveis sinais
morfologicos de dano neuronal (ruptura de neuritos) nestas tltimas. Desta forma, este
método de determina¢o de viabilidade demonstrou ser pouco eficiente na representagéo

da injiria mediada por esta concentragio da excitotoxina.

1.2.2. Determinacio da viabilidade neuronal com o uso de LDH

Na tentativa de reproduzir e quantificar as diferencas observadas entre os
controles e as culturas tratadas com NMDA, empregamos a técnica baseada na
quantificacdo da enzima citoplasmatica LDH (Koh & Choi, 1987). Este método foi
usado para determinar a viabilidade neuronal em culturas mistas no 8° DIV, obtidas de
células corticais, inicialmente semeadas em placas de 24 pogos, numa densidade de
110 x 10° céls. cm™. Estas culturas foram expostas ao NMDA (100 e 500 uM), e

permaneceram sob a¢do da droga durante 24 h, sem troca de meio.

O valor da inclinagéo, obtido a partir da quantificacdo de LDH de uma aliquota
do sobrenadante de cada tratamento, foi relacionado com o valor detectado apés a
extragdo com o detergente Triton X-100 para cada cultura. A soma do valor liberado,

com o obtido a partir da extragfo foi considerado como valor total.

De acordo com a Figura 11, os grupos tratados com NMDA apresentaram uma
liberagdo de LDH de 25 a 30% maior que os grupos controles (p < 0,001). Entretanto,

ndo houve diferenca significativa entre as concentragdes do agonista glutamatérgico.
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Este resultado indicou que 100 uM de NMDA foi suficiente para causar a morte de

praticamente todos os neurdnios sensiveis a excitotoxina.

Figura 11. Efeito da adigdo de NMDA sobre a viabilidade de neurénios corticais em
culturas mistas: Determinagdo através de LDH
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A viabilidade foi determinada através da técnica de LDH. Os dados representam a média + D.P.
de trés experimentos realizados por quadruplicado (n = 12). Os grupos foram comparados
através de ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls (p < 0,001 **¥),

Desta forma, foi demonstrado que as culturas neuronais, apds a primeira semana

in vitro, apresentam sensibilidade ao NMDA, e que a técnica de LDH parece ser mais

adequada que a de MTT para determinacdo da viabilidade neuronal em experimentos de

excitotoxicidade.

A percentagem de células mortas nas culturas tratadas com NMDA, em relagéo

as culturas irmds onde foi realizada a extra¢do da LDH total, com Triton X-100, indicou
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uma populacdo neuronal de aproximadamente 50% de células insensiveis a esta

excitotoxina.

Por outro lado, em experimentos de excitotoxicidade, as culturas neuronais so
expostas a excitotoxinas por periodos breves de tempo, tornando-se necessaria a
realizagdo de trocas de meio de cultura. Entretanto, observamos em nossas culturas
controles, sinais morfoldgicos de injiria € morte neuronal, indicando que a simples troca

de meio desencadeia dano neuronal (Fig. 12 e Fig. 13).

Para esclarecer se 0 dano neuronal de nossas culturas, submetidas a trocas de
meio, estava associado com mecanismos excitatorios mediados por receptores NMDA,
testamos a sensibilidade dos neurdnios corticais a este agonista glutamatérgico. Nestes

estudos, também utilizamos o antagonista NMDA-seletivo MK801.

Culturas neuronais mistas no 7° DIV, tiveram o meio substituido por solucéo
salina de incubacdo (SSC, modificada de Choi et al., 1987), na qual foi adicionado
NMDA (100 pM). Apds 5 min esta foi removida, sendo reposto novamente meio de
cultura. Nestas condi¢des, foram detectadas concentragdes de LDH aproximadamente
75% inferiores as obtidas em culturas irmis onde foi procedida extragdo total (Fig. 13).
Nestes casos, a extragfo total foi considerada como o valor da inclinagfo, obtida 24 h
apos a exposicdo da cultura a 500 pM de NMDA e 10 pM de glicina (Hewett et al.,

1994).
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Figura 12. Dano neuronal causado por trocas de meio

Culturas neuronais puras no 5° DIV, imediatamente antes da primeira troca do meio de cultura
(A). As mesmas culturas no 7° DIV, quando foi realizada uma segunda troca de meio (B) e, no
9° DIV (C). As células corticais (E16) foram plaqueadas numa densidade de 110 x 10° céls. cm™.
sobre poli-D-lisina, adicionando-se Ara-C (3 uM). Em B, 48 h apos a primeira substituigdo de
meio, observa-se profuso aumento da ramificagido neuritica com sinais de vesiculagio destes
prolongamentos. O aumento de refringéncia é devido a acumulos de restos celulares. Nestas
culturas, ja sio claros os sinais de diminuigdo do nimero neuronal. Em C, 48 h apds a segunda
troca de meio, os smais morfologicos de injuria sio restritos a alguns poucos somas ou
prolongamentos restantes. Na superficie antes ocupada pela grande ramificagdo neuritica (B),
pode-se observar amplas areas descobertas. A relativa diminuigdo dos restos celulares é devida
a remogao dos mesmos durante as trocas de meio. Barra 50 um.
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Figura 13. Excitotoxicidade de culturas corticais mistas em fun¢do da idade
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Viabilidade neuronal de culturas mistas, obtidas de células corticais (E16), plaqueadas numa
densidade de 110 x 10° céls. cm™, em placas de 24 pogos, foi determinada através da técnica de
LDH. Os dados representam a média + D.P. de trés experimentos realizados por quadruplicado
(n=12). Os grupos (7° ou 15° DIV) foram comparados através de ANOVA de uma via, seguida
pelo teste de Student-Newman-Keuls. Nas culturas com 15 DIV, foram observadas diferencgas
significativas entre os tratamentos e os controles (p < 0,01 **) e entre os grupos tratados com
NMDA (p <0,01 7).

A Figura 13 demonstra que a percentagem de neurdnios mortos nos grupos em
que foi adicionado o antagonista MK801 (10 uM) no 7° DIV, foi equivalente a dos
grupos NMDA e controles, entre 25 e 30%. Entretanto, quando adicionado em culturas
neuronais mistas no 15° DIV, este antagonista protegeu significativamente da agfo
deletéria do NMDA (100 pM), reduzindo em aproximadamente 40% a morte neuronal
(p <0,001). Da mesma forma, em relagdo aos controles, também houve uma protegéo
de 15% (p < 0,001) quando MK801 foi adicionado no 15° DIV. Nos grupos controles,

onde simplesmente foi realizada a troca do meio de cultura, a morte neuronal foi de

40%, 15% superior a dos grupos controles de 7 DIV.
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Superficies idénticas, recobertas por monocamadas secunddrias de astrécitos
corticais (sem neurdnios), foram submetidas a0 mesmo procedimento de trocas de meio
e de exposi¢do a excitotoxina. Para estes casos, considerou-se como 100% de morte, o
valor da inclinag8io obtida com a exposi¢dio a 500 uM de NMDA e 10 uM de glicina por
24 h, ou a partir da extracdo com Triton X-100, em ambos casos, ndo foram detectados
niveis mensuraveis de LDH. Isto significa, que as monocamadas utilizadas ndo
apresentam sensibilidade a excitotoxina empregada nem as trocas de meio realizadas,

ndo liberando LDH ao meio, e portanto, nfo contribuindo ao valor da inclinago obtida.

1.2.3. Determinacéo da viabilidade neuronal por contagem de neurénios
No modelo experimental de co-cultura, a contagem do nimero de neurdnios foi

empregada na verificagdo da sensibilidade destes ao NMDA.

Células corticais dissociadas foram plaqueadas numa densidade de 12,5 x 10°
céls. cm? sobre monocamadas secunddrias purificadas de astrocitos, com 20-30 DIV.
No 6° DIV (referente ao estabelecimento da co-cultura), o nimero de neurénios foi
determinado e considerado como 100%. Foi adicionado NMDA (100 uM) ao meio de
cultura dos grupos tratados, e igual volume de veiculo aos grupos controles.
Posteriormente, foram contados os neurdnios nas mesmas areas, no 7°, 8° e 9° DIV,
quando a cultura foi fixada e realizado imunocitoquimica para neurofilamentos (200

kDa, monoclonal).

Conforme a Figura 14, o tratamento com 100 uM de NMDA, durante 24 h,

provocou uma perda aproximada de 40% do mimero inicial de neurdnios, atingindo
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cerca de 55%, 72 h apds a adi¢dio da droga. Este resultado, indica que a populagdo
neuronal sensivel a excitotoxina morreu praticamente toda nas primeiras 24 h. Pode-se
constatar também, que no grupo controle, a reducfio do nimero de neurdnios foi inferior
a 5%, indicando que a permanéncia do mesmo meio de cultura, durante 72 h, ndo

representou um fator importante para a redugéo da populagdo neuronal.

Na co-cultura, a morte neuronal decorrente da exposicdo ao NMDA, nas
primeiras 24 h, é bastante aproximada a verificada na cultura mista, cerca de 40%

(conforme demonstrado na Fig. 11).

Figura 14. Efeito da adi¢do de NMDA sobre neurénios corticais em co-cultura com
monocamadas secunddrias de astrocitos corticais
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A viabilidade de neurdnios corticais de culturas controle (-O-), e expostas a 100 uM de NMDA
(-®@-) foi determinada através da contagem de células marcadas por imunocitoquimica
antineurofilamento. Os dados representam a média + D.P. de trés experimentos realizados por
quadruplicado (n = 12). Os grupos foram comparados com o controle através de ANOVA
seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls (p < 0,001 ***),
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1.3. Trocas de meio: Injiria neuronal por deprivacgio de fatores tréficos

A substitui¢do regular do meio de cultura por meio fresco tem sido relacionada
com a diminuicdo da sobrevida de diferentes tipos de neurdnios (Driscoll et al., 1991;
Rosenberg & Aizenman, 1989). Este dano celular foi descrito como sendo mediado por

receptores NMDA (Driscoll et al., 1991).

1.3.1. Meio condicionado por astrocitos: Reducdo do dano mediado por trocas de
meio
A Figura 13, apresentada anteriormente, demonstra que aproximadamente 25%
dos neurdnios, submetidos a troca de meio, morrem independentemente do bloqueio de
receptores NMDA. Em adi¢do, considerando que os danos observados, independem da
idade da cultura, é provavel que estejam relacionados com restrigdo trofica e nio com a
ativagdo destes receptores glutamatérgicos. Desta forma, testamos o efeito da

substitui¢do de meio fresco por meio condicionado por astrdcitos.

Em nossos experimentos, utilizamos monocamadas secundarias de astrécitos
buscando eliminar a possivel contribui¢do de outras células gliais, presentes em culturas
primarias, no processo de condicionamento do meio. Para condicionar o meio de cultura,
utilizamos 2 ml de MEM, suplementado com 5% de SC, por placa de 35 mm (8 cm’),
sobre monocamadas secundarias confluentes (entre o 20° e o 30° DIV), durante 24 h.
Apods este periodo, 0 meio era removido e empregado na substituigio do meio de
culturas neuronais puras, mistas, ou de co-culturas. A Figura 15 demonstra a
neuroprotecio mediada pelo meio condicionado por astrocitos, em culturas puras de

neurdnios corticais.
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Figura 15. Neuroprotecdo mediada por meio condicionado

Culturas neuronais puras, obtidas a partir de células corticais (E16) plaqueadas numa densidade
de 110 x 10° céls. cm™ sobre poli-D-lisina, no 2° DIV, imediatamente antes da primeira troca de
meio (A e C) e no 8° DIV, apos trés substituigdes do meio de cultura (B e D). O mibidor mitdtico
Ara-C (10 uM) foi adicionado apenas na segunda troca de meio (4° DIV). A terceira troca foi
realizada no 6° DIV. As fotos superiores (A e B) sio campos representativos de culturas que
receberam meio fresco nas substituigdes, enquanto C e D de outras que receberam meio
condicionado por monocamadas secundarias de astrocitos. Pode-se observar em D, a presenca de
neuritos (inexistentes em B) e que o nimero de somas foi mantido semelhante a C, com um leve
agrupamento dos mesmos. Em B, devido a massiva morte neuronal, é possivel a vizualizagdo de
alguns astrocitos corticais, alongados e ndo refringentes. Barra 50 um.
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A substitui¢do do meio de cultura por meio condicionado por monocamadas
secunddrias de astrdcitos corticais, demonstrou reduzir os sinais de injiria ou mesmo a

morte neuronal em culturas neuronais puras, mistas ou co-culturas.

1.3.2. Modelo da co-cultura: Neurdnios semeados sobre monocamadas secunddrias

de astrocitos corticais

Para estudar a participagdio trofica dos astrdcitos na neuroprote¢do da injuria
mediada por trocas de meio, propomos um modelo de co-cultura onde a morte neuronal

pudesse ser acompanhada ao longo dos dias.

Na concepgdo deste modelo, definimos a determinacdo da viabilidade por
contagem do numero de neurénios como ¢ método mais adequado para acompanhar as
conseqiiéncias desta injuria. Entretanto, para permitir a contagem destas células, a
densidade neuronal deveria ser baixa (12,5 x 10° céls. cm?). Em experimentos prévios,
determinamos que culturas de neurénios corticais, nesta densidade, néo suportam trocas
sucessivas de meio, quando plaqueadas sobre substrato artificial. Desta forma, utilizamos
monocamadas secundarias confluentes de astrocitos como suporte para culturas
neuronais de baixa densidade, evitando a inviabilidade do modelo pela morte de todos os

neurdnios das culturas controles.

Células corticais obtidas de embrides E16, foram plaqueadas sobre
monocamadas secundarias confluentes de astrocitos (entre o 20° e o 30° DIV) em MEM
suplementado com 5% de SFB e SC e 3 uM de Ara-C. Apds 6 dias de co-cultura,

durante os quais ndo foram realizadas trocas de meio, o nimero neuronal de cada pogo
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foi estimado por microscopia de contraste de fase em quatro campos previamente
marcados aleatoriamente (~ 0,5 mm’), sendo considerado como 100%. Os neurdnios
viaveis foram reconhecidos como células refringentes com os caracteristicos processos
neuriticos. O numero médio de neurdnios no 6° DIV foi de 79 + 15 mm™?. Logo apés a
contagem, o meio de cultura de cada pogo foi substituido por MEM, suplementado com
5% de SC e 3 uM de Ara-C. Outro processo idéntico de substituicdo de meio, foi
realizado 48 h ap6s o primeiro, no 8° DIV de co-cultura. O numero neuronal foi
determinado por contagem dos mesmos campos, inicialmente escolhidos aleatoriamente,
no 7°, 8°e 9° DIV de co-cultura. Para ratificar o nimero de células neuronais obtidas a
partir da contagem, as co-culturas foram processadas para imunocitoquimica anti-

neurofilamento (200 kDa) em diferentes tempos, 6° a 9° DIV (Fig. 16 e Fig. 20).

Nas culturas controles que tiveram o meio substituido por meio fresco, o
numero de neurdnios diminui em 28% 24 h apds a primeira troca, e em 43% depois da
segunda substituicdo (Fig. 19). Estes experimentos demonstraram que a troca de meio
induziu uma rapida diminui¢do do niimero de neurdnios e da extensdo da rede neuritica,
sem afetar o aspecto da monocamada astrocitaria (Fig. 20 A). Por outro lado, quando
utilizado meio condicionado por astrécitos corticais no lugar de meio fresco, a perda

neuronal foi significativamente menor, respectivamente 6% e 15% (Fig. 19).

Assim, demonstramos que trocas de meio de cultura provocam injdria neuronal
devido a deprivagdo de fatores tréficos astrocitarios e validamos um modelo para

estudar neuroprotegdo em neurdnios submetidos a um suporte tréfico insuficiente.
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Figura 16. Modelo da co-cultura
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Neuronios corticais marcados por imunocitoquimica anti-neurofilamento, no 9° DIV de co-
cultura com astrocitos corticais, apos duas trocas consecutivas de meio. Células corticais (E16)
foram plaqueadas numa densidade de 12,5 x 10° céls. cm” sobre monocamadas secundarias de
astrocitos corticais com 20 DIV. A fixacdo com metanol-acetona conferiu uma fraca marcagio
inespecifica nos nmicleos dos astrocitos utilizados como substrato para os neurdnios corticais.
Notar o aspecto de contas de rosario dos prolongamentos neuriticos, indicando injuria neuronal.
Este aspecto morfologico evolui rapidamente para ruptura dos mesmos, no sentido do soma.
Barra 50 pm. '
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Elevadas concentragdes extracelulares de K* (20-40 mM) aumentam a sobrevida
de diferentes tipos de neurdnios, do sistema nervoso periférico (Scott, 1977; Collins &
Lile, 1989; Wakade & Thoenen, 1984; Bennett & White, 1979), e central (Lasher &

Zagon, 1972; Gallo et al., 1987).

Segundo Collins e Lile (1989), o K~ aumenta a sobrevida neuronal através da
despolarizagio e do resultante influxo de Ca®* extracelular. A sobrevivéncia neuronal
dependente de atividade elétrica também tem sido correlacionada com a liberagdo de
fatores tréficos devido a despolarizagdo (Brenneman & FEiden, 1986; Lipton, 1986).
Outra possibilidade seria a ativagdo de sistemas de segundos mensageiros através da

associagdo calcio-calmodulina (Gallo et al., 1987).

Para testar se o efeito de elevadas concentracdes de K~ poderiam mimetizar a
neuroprote¢do mediada pela adigdo de meio condicionado, utilizamos meio fresco de

igual composicdo aos controles, mas com 21 mM deste cation.

A tabela 14 demonstra a neuroprotegio conferida pela alta concentragio de K,
que aumentou significativamente a sobrevivéncia neuronal com respeito aos controles
durante todo o periodo estudado. A andlise em microscopia de contraste de fase indicou
que o aumento da concentragio deste ion ndo alterou o aspecto morfolégico dos

neurdnios ou dos astrocitos.
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1.3.3. Bloqueadores de canais de potassio do tipo I,: A¢do semelhante a altas

concentrac¢des de potassio

Com o objetivo de relacionar o efeito tréfico da alta concentragiio de K' com a
despolarizagdo neuronal, testamos a adi¢do de um bloqueador pré-sinaptico de canais de
K" de tipo I (DTX), que também provoca despolarizagio neuronal (Weller et al., 1985).
Inicialmente, testamos o efeito deste bloqueador sobre culturas puras de neurdnios
corticais, determinando a viabilidade neuronal pela quantificacdo da enzima LDH e pela

técnica de MTT.

Culturas de neurdnios corticais (14° DIV), inicialmente plaqueadas numa
densidade de 110 x 10° céls. cm?, foram submetidas a concentragbes crescentes de o-
DTX (0,1-10 uM), diretamente adicionada ao meio. Foi realizada também uma
comparacéo do efeito de diferentes polipeptideos de DTX sobre a viabilidade neuronal
(Fig. 17 e Fig. 18). A viabilidade celular foi determinada 24, 48, 72 e 96 h ap6s uma

unica administragio da droga.

Verificamos que a adi¢do da neurotoxina nfo induziu a morte ou provocou
qualquer efeito deletério sobre a morfologia celular. Ao contrério, as culturas puras,
mantidas na presenga de a-DTX por vérios dias, demonstraram neurénios com melhor
aspecto morfolégico, contrastando com a progressiva deterioragdo observada em

culturas irméis néo tratadas.
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Figura 17. Efeito de diferentes polipeptideos de DTX sobre neurdnios corticais em
cultura

Campos representativos de culturas neuronais puras no 5° DIV, 24 h apos a adi¢ao da droga. As
células corticais (E16) foram plaqueadas numa densidade de 110 x 10° céls. cm™ sobre poli-D-
lisina e lammnma. O substrato utilizado permitiu a migragdo neuronal, originando acumulos de
somas (zonas de grande refringéncia) e agrupamentos de neuritos. Cada grupo recebeu 10 uM
dos diferentes tipos de DTX. Ndo foram observadas alteragdes morfologicas que indicassem
dano neuronal, nem qualquer diferenga com relagdo aos grupos nio tratados. (A, controle; B, a-;
C, B-; D, y- e E, 3-dendrotoxinas). Barra 50 pm.
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Figura 18. Efeito de diferentes polipeptideos de DTX sobre a viabilidade neuronal
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A determinagdo da viabilidade de culturas neuronais puras (5° DIV) foi realizada através da
técnica de MTT, 24 h ap6s a adigdo da droga. Os dados representam a média + D.P. de trés
experimentos realizados por quadruplicado (n = 12). Os grupos foram comparados através de
ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls.

Para caracterizar a aparente a¢8o neuroprotetora da a-DTX, foi empregado o
modelo da co-cultura, com grupos que receberam diferentes concentra¢Ses do

polipeptideo, adicionado ao meio fresco em cada troca no 6° e 8° DIV (Fig. 19).

Conforme demonstrado na Figura 19, o niimero de neurbnios em co-culturas
ndo tratadas diminuiu progressivamente 24 h depois da primeira e da segunda troca
completa de meio. Entretanto, a DTX (1 uM) adicionada ao meio fresco, preveniu -
significativamente a perda neuronal com respeito as culturas controles, 10% e 25% no 7°
e 9° DIV, respectivamente. Outras concentragdes de DTX (0,1 e 10 pM) também
exerceram efeitos protetores significativos quando comparados com condi¢Ses controles

(Tab. 14).
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Figura 19. Efeito neuroprotetor da DTX na injuria mediada por trocas de meio
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Neurdnios (6° DIV) sobre monocamadas secunddrias de astrdcitos corticais (26° a 36° DIV),
foram submetidos a duas trocas completas de meio. Receberam meio fresco ( O ) e contendo
1 uM de DTX ( A ) ou meio condicionado ( O ). A viabilidade neuronal foi determinada por
contagem de células marcadas por imunocitoquimica anti-neurofilamento. Os dados representam
a média £ D.P. de trés experimentos realizados por quadruplicado (n = 12). Na avaliagdo
estatistica, os tratamentos foram comparados com os controles através de ANOVA de uma via,
seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls (p < 0,01 **).

A Figura 20, demonstra caracteristicas morfologicas tipicas de neurdénios em
culturas controles (A) e tratadas com 1 uM de DTX, no 9° DIV, depois de duas trocas
consecutivas de meio. Em contraste ao pequeno niimero de neurdnios e a escassez de
processos neuriticos, culturas irmis expostas a mudancas idénticas com meio fresco

contendo DTX (1 pM), demonstraram uma significativa protecdo neuronal €

preservagio da rede neuritica (B).

Para determinar se o efeito protetor da DTX foi devido ao bloqueio de canais de
K" de tipo I, um outro bloqueador de canais de K* de tipo 14, 4-aminopiridina (4-AP),

foi testado segundo o mesmo protocolo. A adi¢io de 4-AP (100 ou 500 pM) ao meio
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fresco, preveniu significativamente a perda neuronal em uma extensio comparavel a

DTX (Fig. 21, Tab. 14).

Tabela 14. Viabilidade de neurdnios semeados sobre monocamadas secunddrias
de astrécitos e submetidos a trocas de meio de cultura

71,8 +47 64,8+5,3 56,6 + 14,4
85,5+ 5,3 #**x 78,3 £ 7,6 *** 69,5 + 10,0 *
81,5+10,3 * 744 £11,3 * 71,1+ 12,1 *
86,6 + 10,6 ** 79,6 £ 13,9 ** 72,4+12,1*
85,1 + 7,6 *** 76,0 £ 8,9 ** 73,9 £ 7,4 **
92,0+ 5,2 ** 84,3 + 3,8 *** 80,4 + 6,4 **

Foram realizadas trocas de meio no 6° ¢ no 8° DIV. Os grupos foram comparados com os controles através de
ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls (* p <0,5; ** p <0,01; *** p <0,001).

1.3.4. Neuroprotecio mediada por a-DTX e 4-AP: Participacdo de canais de cilcio
do tipo L

Foi demonstrado que o efeito promotor de sobrevivéncia do alto K estd
relacionado com canais de Ca’” do tipo L sensiveis a di-hidropiridina (Koike et al.,
1989). Para verificar se a sobrevivéncia neuronal mediada pelo bloqueio de canais de K
estava associada com uma ativago indireta de canais de Ca’* voltagem dependentes, foi
testada a aglo do antagonista nifedipina, sozinho ou com os bloqueadores de canais

de K.

Para tanto, foram repetidos experimentos de co-cultura segundo o protocolo
acima, sendo testada a agfio deste antagonista de canais do tipo L. Quando aplicada
sozinha, a nifedipina (5 pM) nfo afetou significativamente a viabilidade neuronal

Entretanto, aboliu o efeito protetor da DTX e 4-AP (Fig. 20 C e Fig. 21).
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ote¢do por DTX: Envolvimento de canaisde Ca’ do tipo L
s a nifedipina

ais (E16) foram plaqueadas numa densidade de 12,5 x 10° céls. cm™ sobre
secundarias de astrocitos (20-30 DIV), e mantidas na presenga de Ara-C (3 uM).
ras foram submetidas a trocas completas de meio no 6° e 8° DIV, fixadas e coradas
quimica anti-neurofilamento no 9° DIV. Em cada troca de meio, os seguintes
am adicionados ao meio fresco: (A) veiculo; (B) 1 uM de DTX; (C) 1 uM de DTX
de nifedipina. As fotomicrografias ndo representam necessariamente dados
demonstrados na Figura 19) mas apenas mudangas qualitativas na morfologia
s do tratamento com DTX (aumento do nimero e extensio das redes neuriticas).
ar que a adigdo de nifedipina reverte o efeito protetor da DTX (C). Barra 50 pm.
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Figura 21. Nifedipina anula a proteg¢do induzida por DTX ou 4-AP em trocas
repetitivas de meio
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Neurdnios (6° DIV) em co-culturas, foram submetidos a trocas completas de meio por meio
fresco contendo DTX (1 uM) ou 4-AP (100 uM), com ou sem nifedipina (5 pM). O nimero de
neurdnios foi determinado imediatamente antes ¢ 48 h depois a troca de meio, através de
imunocitoquimica anti-neurofilamento. A linha pontilhada representa média de valores controles.
Os dados representam a média + D.P. de trés experimentos realizados por triplicado (n = 9). Na
avaliagfio estatistica os grupos foram comparados com os controles através de ANOVA de uma
via, seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls (p < 0,01 **),

2. Interaciio neurdnio-astrécito e injiria neuronal

Intimamente relacionados com a fisiologia neuronal (Desagher et al., 1996;
Giulian et al, 1993; Rosenberg & Aizenman, 1989), os astrécitos também podem
paradoxalmente mediar a injuria das células nervosas (Bronstein et al., 1995; Dawson et

al., 1994; Hewett et al., 1994; Kim & T&uber, 1996; Skaper et al., 1995).

Considerando que os astrocitos podem ser estimulados com LPS (Bronstein et

al., 1995; Dawson et al., 1994; Hewett et al., 1994; Kim & T#uber, 1996; Skaper et al.,
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1995), utilizamos esta endotoxina com a finalidade de estudar a participagdo destas

células gliais numa possivel via de injiria neuronal.

2.1. Modelo para o estudo do estresse oxidativo endégeno: Co-cultura de células
PC12 e monocamadas secundarias de astrocitos corticais

Para testar uma possivel agdo neurotoxica de astrocitos, apds a estimulagdo com
LPS, inicialmente utilizamos um modelo de co-cultura destas células com a linhagem

celular PC12.

A estimulagé@o dos astrocitos com a endotoxina esta relacionada com a liberagdo
de citocinas inflamatdrias e a induggo da NOS com subseqiiente aumento da producio
de NO- (Bock et al., 1996; Bronstein et al.,, 1995; Galea et al., 1992; Lee et al., 1996;
Skaper et al., 1995). Em adigfo, radicais livres podem alterar residuos tirosina dos
receptores tirosina quinases (Ischiropoulos et al., 1992) comprometendo vias de
transdugéio de sinais troficos (Fantl et al., 1993). Considerando que as células PC12 séo
muito dependentes de fatores troficos, o aumento da produgdo de NO- poderia diminuir

a viabilidade destas células tumorais.

2.1.1. Efeito do LPS sobre a viabilidade de células PC12

Células PC12 foram semeadas em placas de 24 pogos, previamente tratados com
poli-D-ornitina (0,1 mg ml™"), numa densidade de 75 x 10° céls. cm™®. Apés 24 h, foram
adicionadas trés concentracdes de LPS (0,1, 1 e 10 pg ml'), determinando-se a
viabilidade celular, através da técnica de MTT, 24, 48 ¢ 72 h depois da exposi¢éo a
endotoxina. Os experimentos também foram realizados com células PC12 neuronais,

previamente diferenciadas com NGF.
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Em todas as concentragées, durante o periodo estudado, ndo foram observadas
alteracGes morfologicas ou desprendimento das células inicialmente aderidas. O uso do
MTT na determina¢do da viabilidade destas células, demonstrou que as diferentes

concentragdes de LPS empregadas nfo foram citotdxicas para esta linhagem celular.

A Figura 22 apresenta a comparagdo entre grupos controles e tratados, de
células diferenciadas ou nfio, que receberam 10 pg ml’ da endotoxina. Nesta situagdo, a
densidade oOptica obtida demonstrou ser a mesma entre culturas controles e aquelas que
receberam LPS, indicando ndo ter ocorrido alteracdo da viabilidade celular. Da mesma
forma, ndo foram observadas alteragdes morfologicas que indicassem diminuigdo do
numero de células quando as culturas foram analisadas sob microscopia de contraste de

fase. Em concentra¢Ges mais baixas, também ndo foi observada diminui¢io da

viabilidade celular.

Figura 22. Efeito da adi¢do de LPS sobre a viabilidade de células PC12

—L—y T
15¢
”~~
€
£
~ 10}
a
<
=3
05}
0.0
LPS (10ug/ml) -~ + - +

PC12 PC12 neuronais

A viabilidade celular foi determinada pela técnica de MTT 72 h ap6s a exposigdo a LPS. Os
dados representam a média + D.P. de trés experimentos realizados por triplicado (n = 9). Os
grupos tratados foram comparados com os respectivos controles através de ANOVA de uma via.
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Assim, a auséncia de citotoxicidade direta mediada pela LPS, permitiu que o
efeito da estimulag@o de astrécitos com esta endotoxina fosse estudado em um modelo

de co-cultura com estas células tumorais.

2.1.2. Monocamadas secundarias de astrdcitos estimuladas por LPS em co-cultura

com células PC12

Monocamadas secundarias confluentes de astrocitos corticais, em placas de 35
mm, foram estimuladas com 1 ou 10 pg mi" de LPS, no 20° e 24° DIV. A endotoxina
foi adicionada ao meio de cultura e este foi substituido apds 48 h por meio fresco. Com
26° DIV, depois da troca de meio, foram colocadas sobre as monocamadas controles ou
tratadas, laminulas Thermanox com células PC12 voltadas para cima ou no sentido da
monocamada. Sobre a monocamada de cada placa de 35 mm foram acrescentadas trés
laminulas contendo em cada uma 75 x 10° céls. cm™. Apés 48 h de co-cultura, as
laminulas foram transferidas para placas de 24 pocos, ¢ a viabilidade das células PC12

foi determinada pela técnica de MTT.

Nas duas concentragbes empregadas, ndo foram obtidas alteracdes de
viabilidade em relagdo aos controles. Este resultado foi comparado com o obtido de
laminulas que foram transferidas para placas de 24 pogos sem monocamadas de

astrocitos.

A Figura 23, demonstra a densidade ptica obtida de células PC12, apds 48 h de
co-cultura com monocamadas de astrocitos estimulados ou ndo com LPS, indicando que

ndo houve diminui¢do da viabilidade celular. Também ndo foram observadas diferencgas
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morfolégicas entre co-culturas controles e aquelas as quais a monocamada foi

previamente estimulada com LPS.

Figura 23. Efeito de monocamadas estimuladas com LPS sobre a viabilidade de
células PC12, em co-culturas
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A viabilidade celular foi determinada pela técnica de MTT. Os dados representam a média + D.P.
de trés experimentos realizados por triplicado (n = 9). Os grupos tratados foram comparados com
os respectivos controles através de ANOVA de uma via.

2.1.3. Monocamadas secunddrias de astrocitos estimuladas por LPS em co-cultura

com células PC12 neuronais

Conforme relatado acima, foram estabelecidas co-culturas entre monocamadas
secunddrias de astrécitos, estimuladas por LPS no 20° e 24° DIV, e células PC12
diferenciadas aderidas a laminulas Thermanox. Os resultados obtidos para células PC12

neuronais, assim como para as ndo diferenciadas, foram independentes da disposigdo das

laminulas.
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A co-cultura de células PC12 neuronais com monocamadas secundarias de
astrdcitos corticais, previamente tratadas com LPS, também ndo provocou altera¢Ses

morfoldgicas ou de viabilidade nesta linhagem celular (Fig. 24).

A redugfio no valor da densidade Optica, obtido de células PC12 neuronais
controles ou tratadas, em relacfio as nfio diferenciadas (Fig. 23), pode ser explicado pelo
proprio processo de diferenciagdo. Inicialmente, foi plaqueada a mesma densidade de
céiulas PC12 (75 x 10° céls. cm™), entretanto, durante a diferenciagdo as células desta
linhagem perdem a capacidade proliferativa (Peunova & Enikolopov, 1995). A partir
disso, fica estabelecida a relativa diminuicdo do nimero de células, e do valor da

densidade dptica, entre células PC12 nfo diferenciadas e as neuronais.

Figura 24. Efeito de monocamadas estimuladas com LPS sobre a viabilidade de
células PC12 neuronais, em co-culturas
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A viabilidade celular foi determinada pela técnica de MTT. Os dados representam a média + D.P.
de trés experimentos realizados por triplicado (n = 9). Os grupos tratados foram comparados com
os respectivos controles através de ANOVA de uma via.
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2.2. Neurotoxicidade mediada por astrécitos estimulados por LPS: Modelo da co-

cultura e do meio condicionado

Em diferentes trabalhos, que empregam a adi¢io de LPS em co-culturas
(neurdnios e glia), nfo existe absoluta coincidéncia nos resultados sobre neurotoxicidade
(Dawson et al., 1994; Hewett et al., 1994; Lipton et al., 1993; Meda et al., 1995; Skaper

et al., 1995).

Considerando a possibilidade de que esta divergéncia seja relacionada com o
padrdo das culturas estudadas, estabelecemos diferentes condi¢Ges para testar a agdo da
LPS. Utilizamos a endotoxina em culturas neuronais puras, mistas, € como agente
estimulador para monocamadas secundarias, que posteriormente, serviram como
substrato para neurdnios (co-culturas) ou condicionaram meio para culturas neuronais

puras.

2.2.1. Efeito da adicéio de LPS sobre culturas neuronais puras

Neurdnios corticais plaqueados em placas de 24 pogos, numa densidade de
110 x 10° céls. cm?, receberam 1 ou 10 pg ml' de LPS. Apés 24, 48, 72 ou 96 h, a
viabilidade celular foi determinada através do método de MTT. Nos grupos tratados,

ndo foram observados sinais morfol6gicos que indicassem injiria neuronal.

Foi comparada a densidade Optica de grupos tratados e controles, a partir da
técnica de MTT, ndo tendo sido detectadas diferencas significativas entre estes grupos,
até o periodo de 96 h da adigdo de LPS (Fig. 25). Estes experimentos demonstraram que

a concentragdo estudada de endotoxina nfo afetou a viabilidade de neur6nios corticais.
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Figura 25. Efeito da adi¢do de LPS sobre a viabilidade de culturas neuronais puras
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A viabilidade celular foi determinada pela técnica de MTT 96 h ap6s adigdo da endotoxina. Os
dados representam a média + D.P. de trés experimentos realizados por triplicado (n = 9). O grupo
tratado foi comparado com o controle através do teste t de Student.

2.2.2. Efeito da adicido de LPS sobre culturas corticais mistas

Culturas mistas, decorrentes do plaqueamento de células corticais em placas de
24 pogos, numa densidade de 110 x 10’ céls. cm?, receberam LPS (1 ou 10 pg mi™) no
14° DIV. Apos 96 h da adigdo da endotoxina, as culturas foram analisadas em

microscopia de contraste de fase, no sendo detectavel qualquer sinal de dano neuronal.

A Figura 26, demonstra campos representativos de culturas corticais mistas,
ap6s adigo de 10 pg ml” da endotoxina. Nota-se a auséncia de diferengas morfolégicas
entre culturas controles (A) e tratadas (B). Assim, nestas condigdes, a adigdo de LPS

ndo pareceu provocar injdria neuronal em culturas corticais mistas.
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Figura 26. Efeito da adi¢do de LPS sobre culturas corticais mistas

Células corticais (E16) foram plaqueadas numa densidade de 110 x 10° céls. cm™ em placas de
24 pogos. A adigdo tardia (6° ou 7° DIV) de Ara-C permitiu a proliferagdo astrocitaria,
originando culturas mistas. Campos representativos de culturas corticais no 18° DIV, controles
(A) e tratadas com 10 pug ml' de LPS (B), 96 h apés a adigio da endotoxina. A migragdo
neuronal sobre a monocamada de astrocitos originou agrupamentos de somas ¢ fasciculos
neuriticos em A e B. Nio foram observadas diferengas morfologicas que indicassem injuria nas
culturas tratadas. Barra 50 pm.
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2.2.3. Monocamadas secundarias de astrocitos estimuladas com LPS em co-cultura

com neuronios corticais

Monocamadas secundérias de astrdcitos corticais confluentes (24° DIV),
semeadas em placas de 24 pogos, foram estimuladas com 1 ou 10 pg mI' de LPS. As
culturas permaneceram com o mesmo meio durante 5 dias, entdo este foi substituido,
sendo reposta a mesma concentracdo da endotoxina. Ao final de 4 dias da segunda
estimulagdo, as monocamadas foram lavadas uma vez com MEM (1 ml por po¢o),

acrescentando-se apos MEM com 5% de SC.

Sobre estas monocamadas secundarias (29° DIV) previamente estimuladas,
foram plaqueadas células corticais numa densidade de 12,5 x 10° ou 110 x 10’ céls. cm™
em MEM suplementado com 5% de SC. Foi adicionado também, o inibidor mittico
Ara-C (3 uM) para impedir a proliferagio de células gliais. Apds 96 h, as culturas foram
fixadas e a viabilidade neuronal foi estimada por microscopia de contraste de fase ou

determinada por contagem do numero de neurdnios.

A analise microscopica das co-culturas com maior densidade neuronal, nfo
demonstrou sinais morfolégicos que indicassem injiria destas células. Quando
comparadas com co-culturas controles irmis, também nio houve alteragdo da

distribui¢do das células nervosas sobre as monocamadas de astrécitos (Fig. 27).

Para as co-culturas de menor densidade neuronal, ap6s a fixagdo, foi realizada a
técnica imunocitoquimica para neurofilamentos (200 kDa) e a viabilidade foi

determinada pela contagem do nimero de células marcadas.
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Figura 27. Substrato astrocitdario previamente tratado com LPS ndo induz alteracdes
morjfologicas em neurdnios corticais

Células corticais (E16) foram plaqueadas numa densidade de 110 x 10° céls. cm™ sobre
monocamadas secundarias de astrocitos previamente estimuladas com 10 pg mi' de LPS. A
analise de campos representativos de culturas controles (A) e tratadas (B), 96 h apos o
estabelecimento da co-cultura, demonstrou nio haver diferencas morfologicas entre os grupos.
Foram realizados trés experimentos por quadruplicado (n = 12). Barra 50 pm.
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A Figura 28 compara co-culturas irmés, onde os neurOnios foram plaqueados
sobre monocamadas de astrocitos controle (A) ou previamente estimulada com LPS (B),
demonstrando nZo haver diferenca do nimero de células marcadas. Para culturas

controles, a média de neur6nios contados, no 4° DIV de co-cultura, foi de 75 + 10 mm*,

enquanto que nos grupos tratados foi de 80 + 7 mm™.

Assim, da mesma forma que em culturas corticais mistas, quando neurdnios
corticais foram plaqueados sobre monocamadas secundarias estimuladas com LPS, nfo

foram observados sinais de morte ou injuria celular.

2.2.4. Culturas puras de neurdnios corticais tratadas com meio condicionado por
monocamadas secundarias de astrécitos LPS-estimuladas

Em outro modelo, monocamadas secundérias de astrdcitos corticais foram
estimuladas com a endotoxina e depois, condicionaram meio que foi transferido para

culturas neuronais puras.

Nos experimentos realizados segundo este modelo, foram utilizadas
monocamadas secundarias confluentes (24° DIV) irmis, em relagdo as empregadas no
modelo da co-cultura (obtidas a partir da mesma preparagio de astrdcitos), plaqueadas
em placas de 24 pogos. Assim como descrito para o modelo da co-cultura, na
estimulagdio destas monocamadas também foi adicionado 10 pg mI' de LPS, por 5 dias,
seguido de uma nova estimulacgdo com igual concentragdio. Apds 4 dias, as

monocamadas foram lavadas uma vez com MEM (1 ml por po¢o). Em seguida,
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Figura 28. Substrato astrocitdrio previamente tratado com LPS ndo altera a
viabilidade neuronal

Células corticais (E16) foram plaqueadas numa densidade de 12,5 x 10° céls. cm” sobre
monocamadas secundarias de astrocitos, previamente estimuladas com 10 pug mi' de LPS.
Encontrando-se sobre astrocitos, os neuronios corticais migraram originando pequenos
agrupamentos de somas, interrelacionados por fasciculos neuriticos. A viabilidade neuronal foi
determinada por contagem de células marcadas pela técnica imunocitoquimica anti-
neurofilamento, 96 h apés o estabelecimento das co-culturas. A comparagdo do campo
representativo de uma cultura controle (A) e de outra onde os astrocitos foram previamente
estimulados com LPS (B), demanstra que a endotoxina nio afetou a viabilidade neuronal. Foram
realizados trés experimentos por quadruplicado (n = 12). Barra 50 um.
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receberam MEM com 5% de SC (1 ml por pogo) para ser condicionado por 24 h.

Células corticais foram semeadas em placas de 24 pogos, pré-tratadas com poli-
D-lisina (0,1 mg ml") e laminina (5 pg ml?), numa densidade de 110 x 10° céls. cm?,
em MEM suplementado com 5% de SFB e 5% de SC. No momento do plaqueamento
foi acrescentado 3 pM de Ara-C para inibir a proliferagdo glial. No 2° DIV, % do
volume de cada pogo (750 pl) foi substituido pelo meio condicionado (durante 24 h) por

monocamadas secundarias de astrocitos, estimuladas ou ndo com LPS.

A partir de 48 h da adigdo de meio condicionado por astrécitos tratados com
LPS, foi possivel notar sinais de dano celular estimados por microscopia de contraste de
fase. Observou-se progressiva ruptura dos fasciculos neuriticos sem que ocorresse
aumento do volume dos somas neuronais. Nestes grupos, 96 h apés troca do meio, néo
era possivel visualizar qualquer prolongamento neuritico, embora persistissem alguns

acumulos somaticos (Fig. 29).

Apds 96 h da troca de meio, a viabilidade neuronal foi determinada através do
método MTT, indicando a morte de 50% dos neurdnios, com respeito aos controles
(Fig. 30). Este valor deve-se a atividade mitocondrial de neurOnios presentes nos
acumulos somaticos, ainda capazes de reduzir MTT. A quantificagdo da densidade 6ptica
foi realizada apds quatro dias devido ao lento processo neurodegenerativo observado nas
culturas tratadas. Sinais morfolégicos de injuria (ruptura neuritica e aparecimento de
detritos) foram detectados a partir de 48 ou 72 h da troca de meio. Antes deste periodo

ndo foram detectadas diferencas significativas nos valores de absorbancia.
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Figura 29. Meio condicionado por monocamadas secunddrias de astrocitos, tratadas
com LPS, promove neurotoxicidade em culturas puras de neurénios corticais

Células corticais (E16) foram plaqueadas numa densidade de 110 x 10° céls. cm™ sobre poli-D-
lisina e laminina. Culturas neuronais puras no 6° DIV, 96 h apds a substituigio do meio de
cultura por meio condicionado, demonstram o resultado da migragio neuronal, com
estabelecimento de agrupamentos somaticos e segregagio de neuritos, constituindo fasciculos que
interrelacionam os acumulos entre si. Na foto A, cultura controle, na foto (B), uma cultura irma
que recebeu meio condicionado por uma monocamada previamente estimulada com LPS. Nota-se
dano neuronal massivo, com a persisténcia de alguns agrupamentos somaticos, apesaf da ruptura
total dos feixes neuriticos. Foram realizados trés experimentos por quadruplicado (n = 12).
Barra 50 um.



131

Figura 30. Efeito do meio condicionado por monocamadas secunddrias de astrécitos,
estimuladas com LPS, sobre culturas puras de neurénios corticais
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Determinagdo da viabilidade de neurbnios corticais (6° DIV), 96 h apds receberem meio
condicionado por monocamadas secunddrias de astrdcitos pré-estimuladas com LPS. A densidade
Optica obtida nas culturas tratadas, foi decorrente da redugdo do MTT em células com visiveis
sinais de danos morfologicos (Fig. 29 B). Os dados representam a média + D.P. de trés
experimentos por quadruplicado (n = 12). Na andlise estatistica foi empregado o teste t de
Student (p < 0,01 **).

A substituicdo do meio de culturas neuronais puras por meio condicionado por
monocamadas secundarias estimuladas com LPS, promoveu significativamente a morte
de neurdnios corticais. Estas monocamadas estimuladas liberaram um fator neurot6xico
diﬁlsivel cujo efeito sé foi observado em culturas neuronais puras, parecendo depender
da interagdo neurdnio-astrécito, pois em co-cultura, nfo foram observados danos
neuronais. Desta forma, parece que a interagdo por contato, estabelecida nas co-culturas,

exerce uma ag¢do neuroprotetora contra este fator neurotéxico difusivel.
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2.2.5. Determinacio da atividade da enzima NADPH-diaforase em mono-

camadas secundarias de astrocitos

A atividade NOS das culturas secundarias de astr6citos que condicionaram o
meio, foi avaliada pela quantificagdo dos niveis de NO, acumulados no meio, através da
técnica de Griess (Galea et al, 1992), e pela demonstragdo da atividlade NADPH-

diaforase (Bock et al., 1996).

2.2.5.1. Detecciio dos niveis de nitritos no meio condicionado

Aliquotas de meio, provenientes de monocamadas secunddrias de astrdcitos
corticais (29° DIV), foram processadas segundo o método de Griess para determinagdo
dos niveis de nitritos. Monocamadas controles apresentaram uma média de 4,1 £ 1 pM,
enquanto em grupos tratados, foi obtido 4,3 £ 1 uM. Desta forma, os valores obtidos
foram menores que o limite inferior da curva de calibragio (6,25 uM), sendo portanto
desconsiderados. Assim, nfo foram verificadas diferencas nos niveis de nitritos
acumulados no meio de culturas controles ou tratadas com LPS. Foram realizados trés

experimentos por quadruplicado (n = 12).

2.2.5.2. Marcacio da atividade NADPH-diaforase

Quando comparadas monocamadas secundérias controles com tratadas com
endotoxina, ndo foram detectados aumentos na marcagdo NADPH-diaforase (Fig. 31).
Nestas condigdes a LPS ndo induziu a expressdo da NOS em astrocitos corticais,
evidenciada por auséncia de alteragcdes no padrio de marcag:ﬁé NADPH-diaforase.
Portanto, o dano neuronal observado ndo parece ser devido a indugdo da via

nitridérgica, sendo provavelmente desencadeado por citocinas inflamatérias.
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Figura 31. Citoquimica para NADPH-diaforase de monocamadas secunddrias de
astrocitos corticais

Mbnocamadas secundarias de astrocitos corticais, no 29° DIV, utilizadas para condicionar o
meio para culturas neuronais puras (Fig. 29). A coloragdo azul indica marcagdo especifica para
NADPH-diaforase em monocamadas controles (A) e tratadas com LPS (B). Barra 50 um.
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Aumento do calcio citosolico

O influxo de Ca®* através da membrana plasmatica do neurdnio tem enorme
significAncia fisiolégica j4 que a concentracfo intracitoplasmatica deste cation estd
relacionada com uma variedade de processos, entre eles a liberagdo de
neurotransmissores, controle da excitabilidade neuronal, integragfo de sinais elétricos,

plasticidade sinaptica, metabolismo celular e expressdo génica (Gibbons et al., 1993).

Por outro lado, vérios estudos apontam o aumento citosolico dos niveis de Ca*
como agente causal de morte neuronal (Dubinsky, 1993). A injlria seguida de morte,
devido a uma elevagdo da concentracdo citoplasmatica deste cation, pode ocorrer
através da excessiva estimulagdo de receptores para glutamato (Choi, 1987; Choi, 1992;
Dubinsky & Rothman, 1991; Manev et al., 1990; Mattson et al.,, 1988; Siesjo et al.,
1989), ou da exposigéo das culturas a um ionéforo (Choi et al., 1987). Nestes casos, a
subseqiiente neurodegeneracgio advém da ativagdo de enzimas de degradacdo, disfungéo
mitocondrial, desorganiza¢do do citoesqueleto, ou em conseqiiéncia da produgio de
radicais livres (Jesberger & Richardson, 1991; Lee et al., 1991; Orrenius & Nicotera,

1994; Saito et al, 1993) (Fig. 3).

Em modelos de excitotoxicidade in vitro a aplicagdo de glutamato ou agonistas
do receptor NMDA produzem dois eventos mensuraveis independentes: 1) rapida
elevagdo nos niveis de Ca’* numa escala de tempo de minutos (Dubinsky & Rothman,
1991; Manev et al., 1989; Murphy & Miller, 1989) e, 2) eventual morte neuronal numa
escala de tempo de muitas horas (Dubinsky & Rothman, 1991; Ogura et al., 1988;

Manev et al., 1989; Michaels & Rothman, 1990). Nestes casos, a morte neuronal pode
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ocorrer rapidamente como resultante de um disttirbio osmético decorrente de um grande
influxo i6nico (Rothman 1985) ou tardiamente no curso de um dia (Choi, 1987,
Rothman et al,, 1987). No primeiro caso, os neurdnios tornam-se inchados apos a
exposi¢do ao glutamato, demonstrando sinais morfoldgicos de injuria, que evolui a

morte em poucas horas (Choi et al., 1987) (Fig. 3).

Conforme apresentado na Figura 9, quando utilizamos o ionéforo de Ca®*
A23187, foram evidentes os sinais de neurotoxicidade ¢ morte em culturas corticais.
Este efeito foi facilmente identificado por andlise a0 microscopio de contraste de fase,
nas concentragdes mais elevadas do iondforo (1 e 2,5 uM). O pertil citotéxico variou em
fun¢do da concentragdo utilizada dentro de uma escala de 8 a 10 h apos a adi¢do da
droga. Nos grupos tratados com 2,5 uM, 8 h ap6s a adi¢do ja nfo haviam mais neuritos
ou somas neuronais integros, apenas restos celulares. No mesmo periodo, os grupos que
receberam 1 pM demonstraram grande nimero de detritos e alguns neurdnios com
edema somatico, apresentando reduzido mimero de prolongamentos em processo de
ruptura. As culturas que receberam esta concentracio tornaram-se idénticas as que
receberam 2,5 uM, 10 h depois da administragdo do iondéforo. Assim, observamos um
mesmo padrdo morfologico de degeneragdo para 1 e 2,5 pM, enquanto que a menor
concentra¢do (0,1 uM) nfo provocou alteragdes morfologicas que indicassem dano

neuronal, mesmo 48 h apds a adigéo da droga.

Desta forma, apesar das grandes diferengas de concentragdo do iondforo

utilizadas, observamos apenas morte neuronal com aspecto necrdtico, com destruicéio
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total dos neurénios em no méximo 10 h, ou por outro lado (no caso de 0,1 uM),

auséncia de alteragdes morfologicas que indicassem injuria neuronal.

Segundo Bonfoco e colaboradores (1995), a morte necrética segue rapidamente
um insulto agudo e intenso, enquanto que a morte apoptotica pode advir lentamente em
conseqiiéncia de um estimulo suave, tornando-se evidente num curso de tempo a partir
de 18 h. Estes autores obtiveram diferentes tipos de morte neuronal, necrético ou
apoptdtico, em fungdo da concentracdo do agonista NMDA utilizado. Foi demonstrado
também que o influxo téxico de Ca®" é um evento critico para o desencadeamento da
necrose excitotoxica (Choi, 1988; Hartley et al.,, 1993), e que a entrada deste cation

ocorre através do receptor/canal NMDA (Hartley et al., 1993; Koh et al., 1995).

O aumento do Ca®” citosélico parece ser um importante mecanismo de agdo das
excitotoxinas (Fig. 3), tendo sido descritos padrdes de morte necrdtica e apoptética em
fun¢do da concentragdo de NMDA empregada (Bonfoco et al, 1995). No entanto,
mesmo variando muito a concentracdo do ionéforo, e conseqiientemente aumentando a

permeabilidade ao Ca’*, observamos apenas morte necrética.

Conforme demonstrado na Figura 3, o aumento da concentragio de Ca** pode
acarretar diferentes conseqiiéncias dentre as varias possiveis, antes da expressdo do dano
neuronal. Assim, é provavel que a diversidade de eventos subseqiientes a elevagdo dos
niveis deste cation impliquem uma maior complexidade, onde o curso temporal entre a
agdo e o efeito deletério (sinais morfolégicos da morte neuronal) seria apenas um dos

aspectos envolvidos.
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Sensibilidade a excitotoxinas

Nos estudos in vitro, dois tipos de respostas fisiopatologicas estdo diretamente
vinculadas & injiria excitotéxica. Um componente rapido, onde os neurdnios corticais
tornam-se inchados, morrendo poucas horas apdés a exposi¢do ao glutamato,
denominando-se neurodegeneracdo precoce (Rothman, 1985; Olney, 1989). Neste caso,
a despolarizagdo prolongada leva a um actimulo de Na” intracelular, seguido por um
influxo de CI' e 4gua, provocando edema celular. O outro componente denomina-se
neurodegeneracdo tardia (Choi et al., 1987, Rothman et al, 1987) estando
essencialmente vinculado a ativagdo de receptores NMDA (Choi et al., 1988; Rothman
et al., 1987) e ao aumento prolongado dos niveis de Ca®* (Manev et al., 1989; Glaum et
al., 1990) que leva a ativagdo de proteases, lipases e outras enzimas (Choi & Rothman,
1990). A sensibilidade neurcnal a excitotoxinas é inversamente proporcional ao controle
da concentragdo intracitoplasmatica de Ca®* (Marcoux et al., 1988; Choi & Rothman,

1990) (Fig. 3).

Nossos resultados demonstraram que culturas corticais no 21° DIV
apresentavam sinais de injuria (ruptura neuritica e edema somatico) e de morte celular
(detritos) quando expostas durante 5 min a NMDA (100, 300 ou 500 uM). Entretanto,
na determinagdo de viabilidade pela técnica de MTT, nio houve diferencas entre as
culturas que receberam a menor concentragdo da excitotoxina e os grupos controles,

apesar dos evidentes sinais de dano neuronal (Fig. 10).

Em culturas corticais expostas a NMDA (durante 5 min), onde a excitotoxina

provocou a morte neuronal de maneira dose-dependente, a técnica de MTT foi um meio
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eficiente para determinacfio da citotoxicidade (Patel et al.,, 1990). Apesar disso, este
método de determinagfio de viabilidade ndo foi adequado em nosso modelo. Nestes
casos, culturas com evidentes sinais morfolégicos de injiria € morte neuronal, ap6s a
exposicdo ao NMDA, nfio apresentavam densidade Optica distinta dos grupos controles

ndo tratados.

Considerando que os neurdnios tratados com NMDA apresentavam sinais
morfologicos de perda da integridade de membrana (vesiculagdo e ruptura neuritica),
empregamos um método baseado na detecgdo da atividlade de uma enzima
citoplasmatica (LDH) para quantificar a viabilidade destas células. Este método foi
descrito para determinar quantitativamente a injiria de neurénios corticais tratados com
glutamato (Koh & Choi, 1987), relacionando o efluxo da enzima LDH com a viabilidade

neuronal.

De acordo com a Figura 11, verificamos a ocorréncia de um significativo efluxo
de LDH em culturas corticais mistas (8° DIV) submetidas durante 24 h a NMDA (100
ou 500 uM). No entanto, a exposigdo prolongada a excitotoxina demonstrou ser
inadequada pois a menor concentragdo de NMDA j4 atingiu todos os neurdnios sensiveis
a este agonista glutamatérgico. Segundo Koh & Choi (1987), a LDH liberada no meio
de cultura € estavel durante um periodo de até 72 h, a 37 °C. Desta forma, é provavel
que a exposigdo prolongada ao NMDA, durante as 24 h, tenha afetado toda a populagdo
sensivel a este agonista nas culturas que receberam 100 pM. Por isso, o dano neuronal
nas culturas entre o 8° e o 9° DIV, provocado pela adi¢io de 500 pM da excitotoxina,

nfio aumentou significativamente a liberagdo de LDH.
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A percentagem de morte neuronal devido ao NMDA indicou uma populagdo
neuronal de aproximadamente 50% de células insensiveis a esta excitotoxina (Fig. 11 e
Fig. 14). Este resultado é coerente com o obtido por Koh e colaboradores (1995), em
culturas corticais de camundongo, onde a viabilidade neuronal apés a exposi¢do a
NMDA (100 uM, durante 5 min) indicou uma morte de 40% através da técnica de
LDH. Segundo Hewett e colaboradores (1994), o mesmo procedimento demonstrou

45% e 55% de morte respectivamente em culturas corticais mistas e neuronais puras.

Por outro lado, em experimentos de excitotoxicidade, as culturas neuronais séo
expostas a excitotoxinas por periodos breves de tempo, em geral entre 5 ou 10 minutos.
Para isto, € necessario a realizago de trocas de meio, com uma substitui¢do pelo meio
de incubagdo, e apds a exposi¢do, a remogac deste para reposi¢do do meio de cultura.
Entretanto, observamos sinais morfolégicos de injiria neuronal, nas culturas controles,
indicando que a simples troca de meio desencadeia dano neuronal (Fig. 12). Este
fendmeno foi descrito por autores que apontaram a troca de meio como um agente
causador de conseqiiéncias deletérias para diferentes neurdnios (Driscoll et al., 1991;
Rosenberg & Aizenman, 1989). Esta injuria, foi relacionada com a ativagiio de
receptores NMDA (Driscoll et al., 1991) e com a remogéo de fatores tréficos do

entorno neuronal (Banker, 1980) (Fig. 3).

Para esclarecer se o dano neuronal resultante de trocas de meio estava associado
com mecanismos excitatorios mediados por receptores NMDA, testamos a sensibilidade
das culturas corticais a este agonista glutamatérgico. Neste caso, empregamos culturas

neuronais que apresentavam astrécitos (mistas ou co-culturas), uma vez que a
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quantidade de astrocitos na cultura determina o perfil de sensibilidade a excitotoxinas
(Rosenberg & Aizenman, 1989) e que estas células gliais ndo tém receptores NMDA
(Backus et al., 1989). Além disso, utilizamos culturas corticais mistas no 7° ou 15° DIV,
com o objetivo de relacionar a sensibilidade a excitotoxina com a expressdo do receptor,
ja que os sinais de excitotoxicidade sdo observados a partir do 7° DIV, quando inicia a

expresséo dos receptores glutamatérgicos (Keilhoff & Erds, 1991).

Os resultados representados na Figura 13 demonstram aproximadamente 25%
de morte nos grupos controle, NMDA ¢ NMDA com MK801, em culturas no 7° DIV
através da técnica de LDH. Estes resultados indicaram um percentual de morte
aparentemente independente da acdo do agonista glutamatérgico. Por outro lado, no 15°
DIV, a morte nos grupos controles foi de aproximadamente 40%, subindo a 70% nos
grupos tratados com NMDA. Neste caso, 0 uso do antagonista MK801 protegeu os

neurdnios, diminuindo o indice de morte para 25%.

Este resultado parece indicar pelo menos dois componentes, relacionados com a
morte neuronal decorrente das trocas de meio. Um agente promotor relacionado com a
idade da cultura, e que parece ser revertido com MK801, e outro independente da idade
e do bloqueio de canais NMDA. Este ultimo, seria o responsavel por aproximadamente

25% de morte neuronal em nossas preparacdes, 24 h apds a troca de meio.

A sensibilidade ao NMDA foi testada também com neurdnios plaqueados sobre
monocamadas secundérias de astrocitos. Neste caso, foi utilizado um reduzido mimero

neuronal nas co-culturas, com o objetivo de permitir a contagem das células nervosas em
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outra forma de determinacdo de viabilidade (Fig. 14). A adicdo de NMDA (100 uM),
provocou uma redugfio de 40% do niimero neuronal nas primeiras 24 h, atingindo cerca
de 55% 72 h apds a exposi¢do a droga. Durante todo este periodo, no qual nfo foram
realizadas trocas de meio, a morte neuronal nas culturas controles foi inferior a 5%.
Assim, a populagdo neuronal sensivel a este agonista glutamatérgico, morreu
praticamente toda nas primeiras 24 h de exposi¢cdo. Além disso, este indice é semelhante
ao obtido pela técnica de LDH, em culturas mistas expostas durante o0 mesmo tempo a
mesma concentracdo de NMDA (Fig. 11), apesar das diferencas de densidade,

concepgdo dos modelos e das técnicas de determinag8io de viabilidade utilizadas.

Ao contrario do proposto por Rosenberg & Aizenman (1989), a presenca
relativa de astrocitos nfo pareceu ser determinante para a sensitilidade ao NMDA. Estes
autores descreveram que neurdnios corticais em culturas ricas em astrocitos, eram
significativamente menos suscetiveis a excitotoxicidade mediada pelo glutamato. Uma
justificativa proposta foi a de que em culturas ricas em astrdcitos, o acesso do glutamato
aos dendritos estaria dificultado por estas células gliais. Estes prolongamentos seriam
mais sensiveis devido a um mecanismo especifico para um grande e persistente influxo
de Ca® mediado pela ativagio dos receptores NMDA. Entretanto, independente do
modelo utilizado (culturas mistas ou co-cultura), a estimulagdo com NMDA demonstrou
provocar significativa excitotoxicidade em nossas culturas, sendo por outro lado
coerente com a escala temporal proposta por Keilhoff & Erd6 (1991) para a expresséo

destes receptores glutamatérgicos (Fig. 13).
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Trocas de meio: Fator promotor de injiiria neuronal

Os astrocitos cumprem uma fun¢fo de substrato na neurogénese do SNC
(Schmechel & Rakic, 1979) auxiliando a migragdo dos somas e processos neuronais
(Levitt & Rakic, 1980). Além disso, varios autores atribuiram um papel tréfico para
estas células gliais na manutengdo da sobrevida de neur6nios em cultura (Banker, 1980;
Ferrara et al., 1988; Giulian et al., 1993; Manthorpe et al., 1989) (Fig. 4). Nossos
resultados confirmaram este efeito, demonstrando inclusive que o uso de meio
condicionado protege neurdnios corticais da injaria mediada por trocas de meio (Fig. 15
e Fig. 19), o que esta associado com a diminui¢8o da sobrevida de diferentes neurdnios
(Driscoll et al.,, 1991; Rosenberg & Aizenman, 1989; Yu et al., 1984). Em nossos
experimentos, a substituicdo utilizando meio condicionado por monocamadas
secunddrias de astrdcitos corticais, reduziu os sinais de injuria € a morte neuronal em

culturas neuronais puras, mistas ou em co-culturas.

A partir de trabalhos in vitro, Noble e colaboradores (1984) propuseram o uso
de monocamadas astrocitdrias como um substrato padrio para o estudo de populagGes
neuronais em culturas de células dissociadas. Segundo estes autores, o crescimento de
células nervosas sobre astrdcitos corticais promove uma maior extensdo neuritica, € uma
tendéncia a que os somas permanecam isolados e os neuritos nfo formem fasciculos.
Pode-se dizer que ha uma preferéncia neuronal por monocamadas de astrocitos € que

este efeito relaciona-se a interagdo com moléculas de superficie (Fallon, 1985).

Os atributos morfologicos de culturas onde os neurbnios cresceram sobre

astrécitos também foram verificados em nossos experimentos. Observamos que 0s
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mesmos, nestas condi¢des, ndo apresentavam tendéncia a reagrupar nem a segregar 0s
neuritos em fasciculos. Em nossas preparagbes, as células corticais (E16) foram
plaqueadas sobre monocamadas secundarias purificadas, entre o 20° e o 30° DIV,
estabelecendo-se uma co-cultura com astrécitos corticais (Fig. 16 e Fig. 20). Neste
modelo, os neurdnios puderam ser estudados em baixa densidade (12,5 x 10° céls. cm?),

o que demonstrou ser inviavel sobre substrato quimico.

Apesar das monocamadas de astrocitos reduzirem significativamente a
fragilidade das células nervosas, os nossos resultados demonstraram que o aporte tréfico
resultante da interacdo de superficie nfo era suficiente para impedir a morte neuronal em
co-culturas submetidas a trocas repetitivas de meio (Fig. 16 e Fig. 19). Esta observagdo
¢ consistente com a proposta de Banker (1980), que afirma que o fator promotor de
crescimento neuritico, produzido pelos astrécitos, deve estar presente continuamente no
meio para que seja efetivo. O autor assinala a possibilidade de que este ndo se associe ao
substrato em quantidade suficiente para desempenhar sua agfo, sendo removido quando
o meio condicionado € substituido. Em adi¢do, Banker sugere a utilizagdo de meio
condicionado por astrcitos para a manutencdo de culturas de neurdnios centrais
desprovidas destas células gliais. Apesar disso, foi descrito que o uso de meio
condicionado nfio mimetiza a presenga destas células gliais (Fallon, 1985). As diferencas
morfologicas e de trofismo resultantes do emprego de meio condicionado ou de
substrato astrocitirio poderiam ser estudadas posteriormente em um trabalho

comparativo especifico.
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Com o modelo da co-cultura, freqiientemente foram detectados discretos sinais
morfologicos que precediam a degenera¢do neuritica ¢ a morte neuronal (Fig. 16).
Nestes casos, alguns neur6nios de uma populagdo, apresentavam prolongamentos com
varicosidades, com a diminui¢do da extenc@io destes neuritos em poucas horas. A
regressdo destes prolongamentos ocorria no sentido celulipeto, parecendo incidir
primordialmente sobre os de menor calibre. Desta forma, nas co-culturas submetidas a
trocas sucessivas de meio, eram freqiientes os somas neuronais com curtas projegées,
que demonstravam quando acompanhados sob microscopia de contraste de fase,
pertencer a c€lulas em processo de morte. Estas observagdes talvez coincidam com as
descri¢bes de Kriegstein & Dichter (1983) realizadas a partir da analise de culturas de
neurdnios corticais (Fig. 2). Estes autores descrevem a presenga de neuritos com aspecto
de rosario, em neurdnios que ja nfo apresentam potencial de membrana, logo ap6s terem
sido lesados com um microeletrodo. Outros autores também registraram a ocorréncia
deste padréio neuritico com os métodos de Golgi-rapido e Golgi-Kopsch (Garey, 1971,

Valverde, 1971; Levay, 1973; Lund, 1973).

A injuria neuronal mediada por trocas de meio tem sido relacionada com a
ativagio de receptores NMDA (Driscoll et al.,, 1991) (Fig. 3). Apesar disso, nossos
resultados demonstraram que aproximadamente 25% dos neurdnios de culturas mistas,
submetidos a troca de meio, morrem independentemente do bloqueio destes receptores
(Fig. 13). Em adic#o, considerando que os danos observados independem da idade da
cultura, ocorrendo mesmo no periodo anterior a expressdo destes receptores (Keilhoff &
Erds, 1991), é provavel que estejam relacionados com a restri¢cdo tréfica e ndo com a

ativagdo destes receptores glutamatérgicos. Além disso, este percentual é semelhante ao
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obtido no modelo da co-cultura, onde foi determinado um indice de 28% de morte em
neurdnios corticais, 24 h ap6s uma troca completa de meio, e onde este efeito foi

relacionado com a restrigo de fatores tréficos (Fig. 19).

A substitui¢do por meio fresco pareceu provocar a morte neuronal através da
diluicdo de fatores troficos. Um forte indicio é que quando foram realizadas trocas com
meio condicionado por uma monocamada irmi aquela utilizada como substrato, ndo
houve diminui¢do significativa do niimero neuronal. Neste caso, a redugdo de 28% do
nimero de neurdnios controles, 24 h apds uma troca de meio, foi significativamente
menor (6%) quando foi utilizado meio condicionado por monocamadas secunddrias de
astrécitos. Este efeito protetor também foi evidente 24 h apds a segunda troca de meio,
onde .0 indice de morte diminuiu de 43% nos grupos contfoles, para 15% nos que
receberam meio condicionado (Fig. 19). Assim, em nossas culturas, a morte neuronal
devido a trocas repetitivas de meio demonstrou estar relacionada com suporte trofico

insuficiente.

Da mesma forma que o meio condicionado, observamos que a elevada
concentracdio de K™ (21 mM) teve efeito neuroprotetor para os neurdnios corticais no
modelo da co-cultura (Tab. 14). Este resultado estd de acordo com observagGes que
apontam que o aumento da atividade neuronal ou a despolarizagdo com elevada
concentragiio de K tem efeitos tréficos numa variedade de tipos neuronais (Gallo et al.,
1987; Edwards et al., 1991) (Fig. 4). O efeito da alta concentragdo extracelular deste
cation demonstrou ser especifico, e nfo simplesmente devido ao aumento da

osmolaridade ou da forga i6nica do meio (Collins & Lile, 1989). Esta mesma situagéo
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protege da morte neurdnios simpaticos deprivados de NGF (Koike et al., 1989; Scott &
Fischer, 1970) mesmo com o uso do anestésico lidocaina ou do inibidor de canais de Na*
dependentes de voltagem tetrodotoxina. Além destas situagdes inibidoras da atividade
elétrica neuronal, a substituicdo do Na" por litio (Li") também nfio aboliu o efeito
neuroprotetor do K, indicando que a troca Na'/K™ ndio é determinante deste fendmeno
(Koike et al, 1989), ainda que eclevadas concentragdes extracelulares de K'

despolarizem as células neuronais (Collins & Lile, 1989).

Outra conseqiiéncia do excesso de K' € a ativagdo da PKC, que parece
intermediar o efeito neurotréfico deste cation, sem o envolvimento do cAMP (Wakade
et al, 1988). Por outro lado, sabe-se que a ativacdo de receptores de membrana
especificos com hormonios, neurotransmissores e fatores troficos esta associada a
quebra de fosfolipidios, resultando na formacgfo de trifosfato de inositol (IP;) e
diacilglicerol (DAG). Este ultimo, junto com o Ca’, ativa a PKC que atua como um
transdutor de sinal intracelular (Takai et al., 1979) (Fig. 4). Por fim, a despolarizagéo
neuronal com altos niveis de K™ pode suprimir o programa de morte de neurdnios
simpaticos deprivados de NGF sem o envolvimento de sintese protéica (Edwards et al.,
1991), atuando sobre a mesma subpopulagdo neuronal sensivel a este fator tréfico

(Wakade & Thoenen, 1984) (Fig. 4).

Evidéncias farmacol6gicas recentes indicam que concentragdes despolarizantes
de K podem promover a sobrevida neuronal pela abertura de canais de Ca®" voltagem-
dependentes sensiveis a di-hidropiridinas (Collins & Lile 1989; Koike et al., 1989). A di-

hidropiridina BAYK8644, a qual permite a abertura de canais voltagem-dependentes do
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tipo L em niveis mais baixos de despolarizagio, reduz significativamente as
concentragdes de K necessarias para a sobrevivéncia neuronal (Collins & Lile, 1989).
Por outro lado, di-hidropiridinas bloqueadoras destes canais (PN200-110 e nitrendipina)
inibem completamente a sobrevivéncia neuronal mediada por elevadas concentragdes
extracelulares de K™ (Collins et al., 1991). Além deste efeito, Koike e colaboradores
(1989) demonstraram que a remogdo do Ca’" extracelular ou o uso de um quelante
citosdlico para este cition também anulam a neuroprote¢do das elevadas concentragdes

de K.

A participagfio dos canais de Ca** voltagem-dependentes do tipo L (Koike et al.,
1989; Collins & Lile, 1989), cuja ativacdo é induzida por despolarizagdo, tem
demonstrado mimetizar ¢ ser sinergistica com ac¢des de fatores tréficos em culturas
neuronais (Franklin et al.,, 1995; Rusanescu et al., 1995). Apesar disso, bloqueadores
destes canais ndo inibem a agdo de proteinas neurotroficas (NGF; fator neurotréfico
ciliar, CNTF; e fator de crescimento fibroblastico basico, bFGF), o que nfo exclui que
estas moléculas e 0 K* promovam a sobrevida neuronal por uma via final comum, tal
como o aumento dos niveis citosolicos de Ca**. Na verdade, estes fatores neurotréficos
parecem nfio exercer seus efeitos através de canais de Ca®* voltagem-dependentes,
promovendo o influxo deste cation de outra forma. Entretanto, a agfio destes fatores

bem como o do K siio abolidos pelo quelante de Ca® EGTA (Collins & Lile, 1989).

Para estudar a neuroprotecdo de neurdnios submetidos a um suporte trofico
insuficiente, utilizamos o modelo da co-cultura, onde a injuria neuronal foi provocada

. . I . . +
por trocas sucessivas de meio. Nesta condigfo, testamos se o bloqueio de canais de K
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do tipo Is poderia mimetizar o efeito tréfico da alta concentragdo extracelular deste
cation (Fig. 19 e Fig. 20). Para tanto, utilizamos o bloqueador de canais de K’
dependentes de voltagem a-DTX (Dolly et al., 1987; Tibbs et al., 1989a; Weller et al.,
1985) (Tab. 14). Este tratamento farmacolégico provoca despolarizagdo ao aumentar as
flutuagdes do potencial de membrana, abrindo canais de Na™ dependentes de voltagem

com subsegiiente influxo de Ca>* (Weller et al., 1985).

Ao contrario de estudos prévios realizados in vivo demonstrando que a
administrag¢do intracerebral de DTX induz dano cerebral ¢ morte neuronal (Bagetta et
al., 1992; Lallement et al., 1995), observamos que a a-DTX e os demais polipeptideos
de DTX carecem de toxicidade direta em condi¢cGes de cultura (Fig. 17 e Fig. 18). Esta
diferenca pode ser devida a estimulagdo in vivo, de vias cerebrais de aminoacidos
excitatorios que resultam em lesGes excitotoxicas indiretas. Embora contatos sinapticos
excitatérios funcionais tenham sido descritos em culturas corticais, estas redes neuronais
ndo parecem ser vulneraveis a DTX, um fato que pode estar associado com a

predomindncia de neurdnios GABAérgicos em preparagdes corticais (Yu et al., 1984).

Uma neuroprotegdo significativa, equivalente aquela obtida com a adi¢éio de
DTX também foi observada com 4-AP, ainda que com doses mais elevadas (Tab. 14 ¢
Fig. 21). Isto estd de acordo com Weller e colaboradores (1985) que relatam que este

bloqueador de canais de K* € cerca de 500 vezes menos potente que a DTX.

Assim como a DTX, foi descrito que a 4-AP também evoca a liberagdo de

neurotransmissores (GABA, glutamato e noradrenalina), além de promover a
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despolarizagdo neuronal e provocar um aumento dos niveis citosolicos de Ca®*

(Heemskerk et al., 1991; Tibbs et al., 1989b; Weller et al., 1985).

No modelo utilizado, os bloqueadores de canais de K* (a-DTX e 4-AP)
preveniram a morte neuronal associada com as trocas de meio e tiveram um efeito
neuroprotetor significativo. Embora este tratamento farmacolégico nfo tenha atingido o
grau de protecdo obtido com meio condicionado, ele resgatou entre 40 e 60% dos
neurdnios que morreriam em condi¢des controles. Estes resultados sugerem que em
condigdes de cultura, 0 bloqueio de canais de K™ exerceu uma influéncia neurotréfica,
prevenindo a morte neuronal induzida por deprivagdo de fatores tréficos. Assim, a
adigdo dos bloqueadores de canais de K™ mimetizaram as ages do meio condicionado e
da alta concentragdo de K, preservando de forma significativa o mimero de neurdnios

em relagio aos controles (Fig. 19, Fig. 21 e Tab. 14).

O efeito tréfico de altas concentragses de K™ foi descrito como sendo devido a
um aumento nos niveis citoplasméticos de Ca’*, mediado pela ativagio de canais
voltagem-dependentes do tipo L (Koike et al., 1989; Collins & Lile, 1989). Desta forma,
testamos se o bloqueio dos mesmos com o antagonista nifedipina poderia eliminar o

efeito neuroprotetor dos bloqueadores de canais de K.

A partir de nossos resultados, apresentamos evidéncias de que este antagonista
de canais de Ca®* aboliu o efeito promotor de sobrevida da a-DTX e da 4-AP (Fig. 20 e

Fig. 21). Assim, os canais de Ca®* voltagem-dependentes do tipo L parecem estar
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envolvidos mediando a ac¢do trofica dos bloqueadores de canais de K, aumentando a

sobrevida neuronal no modelo da co-cultura.

Estes resultados sdo coerentes com a proposta de Koike e colaboradores (1989)
que relacionam os niveis citosolicos de Ca®* com a dependéncia de fatores troficos. Além
disso, estes autores observaram que o bloqueio de canais‘ voltagem-dependentes do tipo
L com nifedipina (e outras di-hidropiridinas) anula o efeito neurotréfico mediado por
altos niveis de K'. Este mesmo resultado também foi demonstrado por Collins & Lile
(1989) em diferentes tipos de culturas neuronais, os quais detectaram que a abertura dos

canais de Ca’* voltagem-dependentes ¢ suficiente para a agéo do K.

Uma possibilidade ¢ de que a DTX e a 4-AP atuem sobre o elemento pré-
sinaptico evocando a liberacdo dos neurotransmissores GABA e glutamato (Sihra et al.,
1984; Weller et al., 1985; Tibbs et al., 1989a e b), os quais despolarizariam a membrana
do elemento pds-sindptico, abrindo os canais de Ca** dependentes de voltagem (Fig. 32).
Esta suposicdo considera que a liberagdo enddgena de neurotransmissores teria uma
agdo excitatéria aumentando os niveis citoplasméticos de Ca’*, o que desencadearia a
cascata neurotréfica, diminuindo significativamente a morte neuronal. Neste sentido, €
importante salientar que a maioria dos tipos neuronais destas culturas sio GABAérgicos
(Yu et al., 1984) e que em neurdnios em desenvolvimento a a¢cdo do neurotransmissor
GABA ¢ excitatoria (Wu et al., 1992; Reichling et al., 1994; Connor et al., 1987; Yuste
& Katz, 1991; Mueller et al., 1984; Ben-Ari et al., 1989; Cherubini et al, 1990;

Hosokawa et  al., 1994). Além  disso, em  culturas imaturas
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(correspondentes a neonatos com 7 a 8 dias) a ativa¢do do receptor GABA,4 estimula o
receptor NMDA e junto com este tem uma agfo sinérgica sobre os canais voltagem-
dependentes do tipo L, resultando num influxo de Ca** através dos mesmos. Nesta
situagdo, o bloqueio destes canais com nifedipina demonstrou abolir o aumento dos

niveis citosolicos deste cation (Ohkuma et al., 1994).

Ainda com respeito a agdo do GABA, foi descrito que este neurotransmissor e o
agonista muscimol aumentam os niveis citos6licos de Ca®* em neur6nios corticais
correspondentes a neonatos com idade entre 1 a 7 dias de nascimento (Connor et al.,
1987; Yuste & Katz, 1991). Em nossos experimentos, a idade dos neurdnios corticais no
modelo da co-cultura correspondia a de neonatos com 1 dia (6 DIV) até 4 dias (9 DIV)

de nascimento (Fig. 16, Fig. 19, Fig. 20, Fig. 21, Tab. 14).

A morte ontogenética parece ocorrer pela competicdo entre os neurdnios por
uma limitada quantidade de fatores neurotréficos derivados do alvo e que sdo essenciais
a sobrevivéncia (Oppenheim, 1989). Entretanto, a possivel influéncia que a atividade
elétrica desempenha na regulagdio deste tipo de morte é menos conhecida. Porém, é
interessante que,a inibigdo de aferéncias elétricas aumente significativamente a morte
neuronal ontogenética (Wright, 1981; Maderdrut et al., 1988; Meriney et al., 1987),
enquanto que os neurdnios que morreriam nesta condi¢do, podem ser mantidos vivos in
vitro quando o meio é suplementado com fatores neurotréficos (Berg, 1984) ou com
concentragdes despolarizantes de K™ (Collins & Lile, 1989). Isto suporta a proposta de
que a sobrevivéncia neuronal no embrido pode ser determinada pelo acesso a fatores

neurotréficos e pela atividade elétrica mediada por despolarizaggo (Collins et al., 1991).
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Esta ultima, é precisamente a suposta a¢fo dos bloqueadores de canais de K™ no modelo
da co-cultura (Fig. 32). Sustentando esta proposta, é importante salientar que a adigdo
de 4-AP mimetiza a atividade elétrica neuronal melhor do que a despolariza¢do com
elevada concentragdo de K* (Tibbs et al., 1989b), e que o influxo de Ca®* subseqiiente a

acéo desta droga também promove a ativagdo da PKC (Heemskerk et al., 1991).

O Ca’" intracelular tem um papel critico no estabelecimento e manutencio dos
circuitos neuronais, além de promover a sobrevida neuronal. Influéncias ambientais, tais
como aferéncias elétricas, que afetam os niveis deste cation poderiam contribuir para a
decisdo de quais neurOnios sobreviveriam ao periodo de morte ontogenética (Collins et
al., 1991). Um forte suporte a esta proposta é que o bloqueio de aferéncias pré-
sinapticas in vivo aumenta significativamente a incidéncia deste tipo de morte em varios
sistemas (Wright, 1981; Meriney et al., 1987; Maderdrut et al., 1988; Born & Rubel,

1988).

Fatores neurotréficos e a atividade elétrica do elemento pods-sinaptico
promovem a sobrevida de neurdnios, estando intimamente relacionados (Hendry et al,,
1988; Meriney et al., 1987; Oppenheim, 1989). Da mesma forma, a atividade elétrica
pré-sinaptica também contribui para a sobrevida neuronal ao liberar neurotransmissores
que presumivelmente causam uma elevagio transitoria dos niveis de Ca’* citosolico no

elemento pés-sinaptico (Fig. 32).

Considerando um possivel mecanismo de agdo comum da atividade elétrica pré

e pos-sindptica sobre a sobrevida neuronal, seria importante determinar se os fatores
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neurotréficos, assim como a despolarizagdo neuronal, promovem a sobrevivéncia pela
elevagio dos niveis citoplasmaticos de Ca’* ou, alternativamente, pela reducdo dos
limites de concentragfes deste cation necessarias para a sobrevivéncia. Além disso, para
esclarecer o eventual papel da atividade excitatoria na manuten¢do neuronal no modelo
da co-cultura, seria interessante testar o efeito dos bloqueadores de canais de K™ (DTX e
4-AP) num sistema onde os diferentes receptores pds-sindpticos estivessem

farmacologicamente bloqueados.

Além da despolarizagio e do aumento dos niveis intracelulares de Ca®* em
neur6nios imaturos mediado pelo GABA, Berningher e colaboradores (1995)
demonstraram que este neurotransmissor € o agonista Muscimol induzem a expressédo de
c-fos e aumentam os niveis de mRNA do fator neurotrofico derivado do cérebro
(BDNF) em culturas neuronais. Em culturas irmis com mais de 21 DIV, estes agentes
ndo tiveram mais efeito. Estes autores observaram também que estas respostas mediadas
pelo GABA dependem da ativagio de canais de Ca** voltagem-dependentes do tipo L,

sendo bloqueadas pelo antagonista nifedipina.

A partir destes resultados, Berningher e colaboradores (1995) propuseram que o
GABA poderia ter efeitos neurotréficos em neurdnios embriondrios ou perinatais, os
quais seriam mediados pelo BDNF. Este fator neurotréfico induzido pelo GABA poderia
estabilizar contatos sinapticos, promover a diferenciagfio e, em conjungdo com outros
fatores tréficos, promover a sobrevivéncia neuronal. Neste sentido, foi demonstrado que
o bloqueio da atividade GABAérgica endégena com bicuculina provoca uma reducédo da

arborizacdo neuritica de neurdnios hipocampais em cultura (Barbin et al., 1993).
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Por fim, ¢ necessério a discussdo de alguns pontos pertinentes as correntes de
K, uma vez que estas so especialmente importantes para a regulacio da excitabilidade
neuronal, repolarizando os neur6mios em resposta a eventos despolarizantes e
estabilizando o potencial de membrana abaixo do limiar de disparo (Klee et al., 1995).
A expressdo destas correntes dependentes de voltagem segue uma seqiiéncia especifica
no desenvolvimento de varios tipos neuronais (Bader et al., 1985; Desarmenien et al.,
1993; Nerbonne & Gurney, 1989; Spitzer, 1991). Por exemplo, nas células provenientes
das camadas CAl e CA3 do hipocampo, as propriedades cinéticas e farmacoldégicas de
I4 e da corrente retificadora lenta (Ix) permanecem estaveis durante o periodo pds-natal.
Entretanto, a contribuigio de I, e Ix a totalidade da corrente celular varia com a idade.
Nas células piramidais do hipocampo, a expressdo de I, diminui, enquanto Ix aumenta
com a idade pés-natal. Estes eventos podem estar relacionados com a translocagéo de
canais para compartimentos dendriticos ou axonais dos neurdnios (Sheng et al., 1992),
por influéncias de fatores de crescimento e hormdnios (Chalazonitis et al., 1987; Joels &
de Kloet, 1992), ou por uma fina adaptaco intrinseca induzida pelo aumento da
atividade elétrica (Klee et al., 1995). Além disso, o déficit relativo de I» em neurdnios,
ap6s um periodo em cultura, foi atribuido a uma regulagéio associada com perda do

ambiente in vivo (Wu & Barish, 1994).

Sabe-se que os astrécitos regulam ativamente o aparecimento temporal de
correntes transitérias de K° durante a diferenciagio neuronal, induzindo o
desenvolvimento de Ia. Ao modular a expressfio destas correntes e as caracteristicas da
geracdo do potencial de acdo, os astrocitos podem influenciar a entrada e actmulo de

Ca*", participando na plasticidade sindptica do hipocampo (Wu & Barish, 1994).
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A modulagdo de correntes transitorias de K por células nfio neuronais, ao longo
do desenvolvimento, nfo € exclusividade de neur6nios hipocampais. Dourado & Dryer
(1992a, b) concluiram que fatores extrinsicos derivados de células alvo sdo necessarios

para o aparecimento de I, em neur6nios do génglio ciliar.

Os resultados acima, sugerem uma precisa intera¢do temporal entre astrdcitos e
neurdnios na determinag@o do estabelecimento funcional dos circuitos neuronais. Talvez
até, na selecfio das cé€lulas nervosas que devem superar a morte ontogenética. Da mesma
forma, nossas observagdes indicaram que correntes de K podem ter um papel relevante
na sobrevivéncia de neurOnios corticais embrionarios, possivelmente modulando os
niveis citosélicos de Ca**. Entretanto, experimentos piloto com culturas neuronais puras,
definiram uma vez mais a interagdo neur6nio-astrécito como elemento fundamental do
processo. Nestes casos, todos os agentes neuroprotetores que utilizamos (T [K'], DTX e
4-AP) foram ineficazes para prote¢io da injuria mediada por trocas de meio. Uma
possibilidade € que a auséncia de astrocitos altere a quantidade (e distribuigdo) de canais
de K de neurdnios em culturas puras, definindo um perfil de correntes de K’

inadequadas para a sobrevivéncia nestas condigdes de cultura.

Por outro lado, seria interessante repetir os experimentos realizados com o
modelo de co-cultura, utilizando neur6nios mais velhos. Neste caso, eventuais alteragdes
de correntes de K ao longo da ontogénese, poderiam vir a alterar o efeito neuroprotetor

dos bloqueadores obtidos com os neur6nios imaturos.
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Interagiio neurdnio-astrocito e injiria neuronal

A neurotoxicidade nem sempre ocorre a partir da acfo direta de um
determinado agente sobre o neur6nio. Em alguns casos, os astrocitos podem exacerbar
Ou mesmo provocar novos estimulos promotores de injuria neuronal (Wilkin et al., 1990;
Di Monte et al., 1992; Longuemare & Swanson, 1995; Bronstein et al., 1995; Dawson et
al., 1994; Hewett et al.,, 1994; Kim & Téauber, 1996). Um exemplo disso ¢ o efeito
deletério sobre neurdnios desencadeado por astrocitos que foram estimulados com LPS

(Skaper et al., 1995).

A estimulagdo de astrécitos com esta endotoxina € utilizada em varios modelos
(Bronstein et al., 1995; Dawson et al., 1994; Hewett et al., 1994; Kim & T&uber, 1996;
Skaper et al., 1995) ¢ estd relacionada com a liberagfo de citocinas inflamatorias e a
indugdo da NOS com subseqiiente ativagdo da via nitridérgica (Bock et al, 1996;

Bronstein et al., 1995; Galea et al., 1992; Lee et al., 1996; Skaper et al., 1995).

Para estudar os efeitos da estimulagdo de astrécitos com a endotoxina,
inicialmente empregamos a linhagem celular PC12 que expressa propriedades neuronais
(Greene & Tischler, 1976; Greene et al., 1987; Peunova & Enikolopov, 1995) e tem sido
utilizada como paradigma para a morte neuronal (Batistatou & Greene, 1991; Batistatou
& Greene, 1993; Jackson et al., 1992; Mesner et al., 1992; Pan & Perez-Polo, 1993;

Walkinshaw & Waters, 1995).
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Conforme demonstrado na Figura 22, verificamos que a adi¢do de LPS ndo
afetou a viabilidade das células PC12 indiferenciadas ou neuronais, mesmos quando as

culturas foram expostas a altas doses (10 pg ml"') durante um longo periodo (72 h).

Uma vez demonstrado que a endotoxina nfo provocava efeitos citotéxicos
sobre esta linhagem celular, passamos a estimular monocamadas de astrocitos,
estabelecendo apds co-culturas. Este procedimento tinha como objetivo testar uma
eventual agfo indireta destas células gliais sobre a viabilidade das células PC12. Este
paradigma foi baseado em um trabalho de Skaper e colaboradores (1995), os quais
verificaram que a prévia estimulagdo de monocamadas de astrocitos com LPS ativava a
via nitridérgica, provocando neurotoxicidade em neur6nios posteriormente colocados

em contato com estas monocamadas.

Entretanto, nfio foram detectadas diferencas com os respectivos controles na
viabilidade de células PC12 indiferenciadas (Fig. 23) ou neuronais (Fig. 24), que
estiveram em co-cultura com monocamadas secundarias de astrécitos corticais,
previamente tratadas com LPS. Nestas condi¢Ges, também nfo foram observadas
alteragGes morfoldgicas nas células PC12 quando estas foram analisadas em microscopia

de contraste de fase.

A utilizagdo de células PC12 nas co-culturas, tinha como objetivo a realizagéo
de uma rapida aproximagfio, ja que a obtengdo de culturas neuronais para os
experimentos seria comparativamente mais demorada. Desta forma, caso fossem obtidos

resultados positivos neste modelo de co-cultura o paradigma seria significativamente
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mais simples. De acordo com esta proposta, a producéo endégena de radicais livres
poderia nitrificar residuos tirosina dos receptores envolvidos na cascata neurotréfica,
diminuindo a viabilidade destas células altamente dependentes de fatores troficos. Além
de buscar um possivel modelo de estresse oxidativo enddgeno, parecia interessante
comparar os efeitos sobre células tumorais indiferenciadas e aquelas com caracteristicas
fenotipicas de neurdnios. Entretanto, a auséncia de citotoxicidade impds a necessidade
da substitui¢do das células PC12 neuronais, afim de que fossem testados neurdnios

corticais neste mesmo modelo.

Héa um consenso de que a LPS nfo € neurotdxica em culturas neuronais puras
(Bronstein et al., 1995; Bock et al., 1996), fato que também verificamos em nossos
experimentos (Fig. 25). Entretanto, em co-culturas (neur6nios e glia), ndo existe
absoluta coincidéncia nos resultados (Lipton et al., 1993; Dawson et al., 1994; Hewett et

al., 1994; Meda et al., 1995; Skaper et al., 1995).

Alguns autores consideram que a endotoxina estimula astrocitos corticais a
promover a morte neuronal quando em co-cultura com células granulosas cerebelares
(Skaper et al, 1995), neurdnios corticais (Dawson et al, 1994) e mesencefilicos
(Bronstein et al., 1995), através da indugdo da NOS. Apesar disso, nfo existe um
consenso com respeito a esta agdio, uma vez que ha demonstragdes de que a adi¢éo
direta de LPS em co-culturas (astrécitos e neurbnios corticais) ndo provoca
neurotoxicidade (Lipton et al, 1993; Hewett et al., 1994). Assim, para provar se a adigdo
de LPS poderia causar neurotoxicidade nestas condi¢Ges, testamos os efeitos da

administra¢do da mesma em culturas corticais mistas (Fig. 26). Apds exaustivas andlises
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em microscopia de contraste de fase, nfio observamos qualquer alteragdo morfolégica

que indicasse injuria neuronal.

Baseados no paradigma de Skaper e colaboradores (1995), estimulamos
monocamadas de astrocitos com LPS para posteriormente colocar sobre as mesmas
neurdnios corticais. Da mesma forma que o observado em co-culturas de astrdcitos e
células PC12 (Fig. 23 e Fig. 24), quando neurdnios corticais foram plaqueados sobre
monocamadas secundarias previamente estimuladas com LPS, nfio foram detectados
sinais de injuria (Fig. 27) ou diminui¢fo da viabilidade neuronal (Fig. 28) até 96 h ap6s o
estabelecimento da co-cultura. Coerentemente com o resultado demonstrado na
Figura 26 (cultura primdria), quando neurdnios foram semeados sobre monocamadas
primarias de astrdcitos previamente estimuladas com LPS (co-cultura) também nio

foram observados sinais de neurotoxicidade.

Apbs caracterizarmos que a LPS nfo se tratava de um agente promotor de
injuria neuronal, direta ou indiretamente, quando neurdnios e astrdcitos encontravam-se
em contato (culturas mistas ou co-culturas), propusemos outro modelo. Neste novo
paradigma, monocamadas secunddrias irmds (mesma origem e idade) eram estimuladas
rigorosamente da mesma maneira que aquelas que receberiam as células nervosas. Em
seguida, condicionavam meio fresco durante 24 h, entdo este era utilizado na

substituigdo do meio de culturas neuronais puras.

Esta nova condi¢do demonstrou provocar claros sinais de injlria nas culturas

que receberam meio condicionado por monocamadas estimuladas com LPS (Fig. 29). Os
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sinais morfolégicos indicadores de dano neuronal comegaram a ser detectados a partir de
48 h da troca de meio, evoluindo lentamente para a ruptura de todos os neuritos

aproximadamente 96 h ap6s a substituigfo.

No mesmo periodo (96 h), a técnica de MTT indicou uma diminui¢do de
aproximadamente 50% da viabilidade neuronal em relagdo aos controles (Fig. 30).
Assim, observamos um efeito deletério do meio condicionado por monocamadas
secundarias de astrocitos estimuladas com LPS, ja que este promoveu significativamente
a morte de neurdnios corticais. Aparentemente, estas monocamadas estimuladas
liberaram um fator neurotoxico difusivel, cujo efeito s6 foi observado em culturas
neuronais puras, parecendo depender da interagdo neurénio-astrocito, pois em co-
cultura nio foram observados danos neuronais. Desta forma, parece que a interagéo por
contato nas co-culturas (e culturas mistas), exerce uma agdo neuroprotetora contra este

fator difusivel.

Uma vez detectado este efeito neurotoxico mediado por astrocitos, tratamos de
determinar o mecanismo desencadeante do processo. Dentre as reagdes astrocitarias
decorrentes da adi¢do de LPS, € descrita a indugdo da NOS (Galea et al., 1992; Skaper
et al., 1995) e a secregdo de citocinas pro-inflamatérias (Bronstein et al., 1995; Bock et
al,, 1996; Lee et al., 1996). Assim o mencionado fator difusivel presente no meio
condicionado por monocamadas pré-estimuladas com endotoxina, poderia tratar-se do

radical livre NO- e/ou de citocinas inflamatdrias.
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Determinamos a atividade NOS das culturas secundérias de astrdcitos
quantificando os niveis de NO, acumulados no meio (Galea et al., 1992), e
demonstrando a marca¢do da NADPH-diaforase nas monocamadas (Bock et al., 1996;
Galea et al., 1992). A atividade desta enzima demonstrou ser co-localizada com a da

NOS em todas as regides do cérebro (Dawson et al., 1991b).

A andlise dos niveis médios de NO, acumulados no meio condicionado por
monocamadas controles (4,1 £ 1 uM) e tratadas (4,3 £ 1 uM) indicaram a auséncia de
diferencas significativas. Os valores controles obtidos estdo de acordo com os descritos
por Kim & Téuber (1996) para monocamadas de astrdcitos nfo estimuladas (< 5 uM).
Em adicdo, os niveis de NO; que detectamos estdo dentro dos limites descritos por

Zielasek e colaboradores (1992) para o meio de cultura fresco com soro (0-5 uM).

Quando comparamos monocamadas secundarias de astrécitos utilizadas para
condicionar o meio de cultura, nfio detectamos diferengas na marcacio NADPH-
diaforase entre controles e tratadas (Fig. 31). A forte marcagdo de poucos astrdcitos nas
monocamadas controles estd de acordo com os resultados descritos no trabatho de Galea
e colaboradores (1992), que demonstram que ocasionalmente um nimero reduzido
destas células podem aparecer coradas. Esta observagio talvez possa ser explicada pelas
evidéncias apresentadas por Murphy e colaboradores (1993) que apontam atividade da

cNOS em astrocitos.

Desta forma, nfio foram detectados aumentos na marca¢io NADPH-diaforase

nas monocamadas que condicionaram meio de cultura, nem nos niveis de NO
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acumulados no meio condicionado pelas mesmas. Assim, nas condi¢des empregadas, a
LPS parece ndo ter sido capaz de induzir a expressdo da NOS em nossas culturas
secundarias de astrécitos. Portanto, o dano neuronal observado nfo deve ter sido
desencadeado pela inducdio da via nitridérgica, sendo provavelmente provocado por

citocinas inflamatorias.

Assim, apesar de ser utilizada amplamente como agente estimulador de
astrocitos, a agdo da LPS ainda apresenta varios aspectos passiveis de discussio. Um
destes € a determinagfio da populagfio de células alvo que respondem a endotoxina, a

defini¢@o da participag@o das mesmas, e as condigGes em que pode ser neurotdxica.

Consideracoes finais

A partir dos experimentos realizados, verificamos que os neurdnios corticais sdo
sensiveis a diferentes procedimentos tais como adigdo do iondéforo A23187, de
excitotoxinas ou a trocas de meio de cultura. Todas estas situagSes tém em comum a

possibilidade de causar um transtorno na homeostase do Ca’".

Vérios trabalhos relacionam o aumento dos niveis citos6licos de Ca®* com
conseqiiéncias deletérias para as células nervosas in vitro. Seja com o uso de um
ionoforo (Choi et al., 1987), através da estimulagdo com excitotoxinas (Choi, 1987;
Manev et al., 1990; Dubinsky & Rothman, 1991) ou decorrente de trocas de meio de
cultura (Rosenberg & Aizenman, 1989; Driscoll et al., 1991), a elevagdo dos niveis

citoplasmaticos deste cdtion pode promover injuria e morte.
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Da seqiiéncia de eventos desencadeados pelo influxo de Ca®*, pode advir a
morte neuronal com caracteristicas necréticas ou apoptoticas (Orrenius & Nicotera,
1994). Nestes processos podem ser ativadas enzimas de degradacdo e ocorrer
comprometimento da fun¢do mitocondrial, além da desorganizagdo do citoesqueleto
(Lee et al., 1991; Orrenius & Nicotera, 1994; Saito et al., 1993). Ainda, em decorréncia
da entrada deste cation, ha a possibilidade de produgfio de NO- pela ativagdo da nNOS
com conseqiiente neurotoxicidade (Dawson et al., 1991a; Jesberger & Richardson,

1991).

Apesar do aumento dos niveis citosélicos de Ca®* ser apontado em varios
estudos como desencadeante de injiria neuronal (Dubinsky, 1993), o influxo e a
concentragdo citoplasmatica deste cation tem significativa importancia fisiologica
(Gibbons et al., 1993). Inclusive, existem varios indicios de uma estreita relagéo entre
seus niveis citosélicos e a dependéncia de fatores tréficos em distintos tipos neuronais

(Collins et al., 1991; Collins & Lile, 1989; Koike et al., 1989).

Foram relatados diferentes mecanismos capazes de promover efeitos
neuroprotetores e até neurotréficos através da entrada de Ca®*. Entre estes, encontram-
se os trabalhos que citam a ativagdo de receptores glutamatérgicos (Balazs et al., 1988;
Hack et al., 1993; Hack & Balazs, 1994) ¢ GABAérgicos (Berningher et al., 1995).
Além dos diferentes agonistas destes receptores, concentragdes despolarizantes de K
também foram apontadas como capazes de promover a sobrevida neuronal através do
aumento dos niveis citosolicos de Ca** (Collins et al., 1991). Relacionados diretamente

ao influxo deste cation, a estimulagio de receptores NMDA (Gao et al., 1995) ou a
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abertura de canais dependentes de voltagem (Collins et al., 1991; Ohkuma et al., 1994;
Koike et al., 1989) foram descritos como essenciais para o aumento da sobrevida ou

inibicdo da morte neuronal.

A estimulagdo de receptores glutamatérgicos e GABAérgicos em neurdnios
imaturos, tém em comum a possibilidade de aumentar a atividade elétrica neuronal. Da
mesma forma, bloqueadores de canais de K™ (DTX e 4-AP) que despolarizam as células
nervosas (Heemskerk et al., 1991; Weller et al., 1985) e induzem o influxo de Ca®*
(Heemskerk et al, 1991; Muniz et al, 1990), também evocam a liberacdo destes
neurotransmissores (Sihra et al., 1984; Tibbs et al.,, 1989a, b; Weller et al., 1985) e
exerceram um efeito neurotréfico em nossos experimentos, o qual foi revertido pela

nifedipina.

Assim, o influxo de Ca® que ocorre através de canais abertos por
neurotransmissor ou por voltagem, pode desencadear efeitos neurotoxicos na
excitotoxicidade (Vendrell et al., 1993) ou neuroprotetores, ao participar da cascata

neurotréfica (Collins et al., 1991; Collins & Lile, 1989; Koike et al., 1989).

Sob outro enfoque, as conseqiiéncias deletérias apresentadas pelos neurdnios,
poderiam advir de uma ag¢do indireta, causada pelos astrécitos, em resposta a um agente
incapaz de promover injiria diretamente. Em estudos de neurotoxicidade, em geral séo
utilizadas culturas neuronais pobres em astrocitos (Bronstein et al., 1995) ja que estas

sdo tipicamente mais sensiveis a neurotoxinas exogenas que culturas ricas nestas c€lulas
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ghais (Aschner & Kimelberg, 1991; Otto & Unsicker, 1993; Park & Mytilineou, 1992;

Rosenberg & Aizenman, 1989).

Entretanto, ao contrario do conceito de que estas células gliais sempre
desempenham um papel neuroprotetor, verificamos que monocamadas de astricitos
parecem liberar um fator neurotoxico quando estimuladas com LPS. Um eventual dano
oxidativo decorrente da produgdo do radical NO- a partir da iNOS (Bronstein et al.,
1995; Dawson et al., 1994; Skaper et al., 1995) foi descartado nos nossos resultados.
Resta estudar a via inflamatéria, na qual citocinas provavelmente estejam envolvidas,

promovendo a injuria e até a morte dos neurdnios corticais.



CONCLUSOES
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Os resultados do estudo de diferentes modelos de injiria e neuroprotegdo permitiram

as seguintes conclusdes:

1. Apesar da grande diferenga de concentragdo empregada, a adicdo do ionoforo de
Ca®* A23187 provocou apenas morte necrética em culturas puras de neurdnios corticais

ou, por outro lado, nfio apresentou sinais de efeito deletério.

2. Para determinago da viabilidade neuronal em experimentos agudos de
excitotoxicidade, a quantificagdo dos niveis de LDH demonstraram ser mais adequados.
Os resultados obtidos com técnica de MTT nfo foram representativos para este tipo de

injaria.

3. A substitui¢iio do meio de cultura demonstrou ser um eficiente promotor de dano
neuronal. Sugerimos que este tipo de procedimento desencadeia um mecanismo
excitotoxico mediado por receptores NMDA, dependente da idade da cultura, € um

outro relacionado com a restrigdo de fatores tréficos.

4. Para estudar o efeito das trocas de meio sobre a viabilidade neuronal, o modelo da
co-cultura (neurdnios sobre monocamadas secundarias de astrocitos) apresentou
excelentes resultados. Além da determinacéo da viabilidade pela contagem do numero de
neurdnios, este paradigma permitiu a observagfio das caracteristicas morfolégicas das

células nervosas em processo degenerativo.
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5. No modelo da co-cultura, o meio condicionado e as elevadas concentragdes de K,
apresentaram efeitos neuroprotetores contra a injiria desencadeada por trocas de meio.
A adicfio dos bloqueadores DTX e 4-AP mimetizou esta ac¢do trofica atuando através de

canais de Ca’" voltagem-dependentes do tipo L, sensiveis a nifedipina.

6. A LPS nio diminuiu a viabilidade das células PC12 no modelo do estresse oxidativo
endégeno. Esta endotoxina também ndo provocou neurotoxicidade em culturas de

neurdnios corticais puras, mistas ou co-culturas.

7. A utilizacdo do meio condicionado por monocamadas secundérias de astrocitos,
previamente estimuladas com a endotoxina, exerceu um efeito neurotéxico em culturas
corticais puras. Ndo obtivemos evidéncias da participag¢do da via nitridérgica, restando
para ser estudada a provavel resposta inflamatéria mediada por citocinas liberadas pelos

astrocitos.
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Neurotrophic factors produced by astrocytes increase the survival and promote in vitro
neuronal outgrowth. A similar effect is obtained by depolarization with high K
concentrations in many neuronal types. However, astrocytes may also release neurotoxic
factors. When stimulated with LPS, NOS is induced in these cells and pro-inflammatory
cytokines are released. We decided to investigate death and neuroprotection of cultured
cortical neurons, with special interest in the neuron-astrocyte interaction. We studied the
effect of LPS-astrocyte stimulation attempting to verify whether this procedure would
promote neurotoxicity. In order to assess neuroprotection we used a model of neuronal
injury by trophic deprivation, in which we tested the effect of high K™ concentrations and
the blockade of I, K* channels on neuronal survival. Primary astrocyte cultures were
prepared from 1-day-old Sprague-Dawley rats, and the cortical neurons were obtained
from 16-day-old embryos. In order to study the neurotoxicity, we employed Ca
ionophore A23187 in pure cortical neuron cultures. In such condition, neurotoxic
concentrations promote death with necrotic characteristics. In another paradigm, the
replacement of culture medium showed to be an efficient promoter of neuronal damage.
We observed that this procedure leads both to an excitotoxic mechanism mediated by
NMDA receptors, dependent on the age of culture, and to another related to trophic
factors restriction that is independent on the culture age. Furthermore, we verified that
conditioned medium and high K" concentrations exerted neuroprotection against medium
changes associated injury. The addition of DTX or 4-AP, acting through L type Voltagée-
dependent Ca®* channels sensitive to nifedipine, mimics the trophic action of conditioned
medium. On the other hand, LPS did not diminish the viability of indiferentiated or
neuronal PC12 cells when these cells were co-cultured with astrocytes. The endotoxin
also lacked neutotoxicity in pure cortical neuronal cultures and co-cultures. However,
the conditioned medium from secondary astrocyte monolayers pre-stimulated with LPS
had a neurotoxic effect on pure cortical cultures. This suggests that stimulated
monolayers release a difusible factor which affects neurones in culture and that such
effect probably depends of neuron-astrocyte interaction. NOS activity in secondary
cultures used to condition the medium was determined by quantification of NO,
accumulated levels in the medium, through Griess technique and by NADPH-diaphorase
activity. We had no evidence of nitridergic pathway participation. Concluding, we
reported that cortical astrocytes can release both neurotrophic and neurotoxic factors to
the medium, and that I, type-K' currents might have a role on survival of embryonic

cortical neurons.
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DENDROTOXIN (DTX), a well characterized I,-type
potassium channel blocker, directly added to the culture
medium had no effect on survival of cultured cortical
neurons at 6 or 14 days in vitro. On the contrary,
neurons exposed to DTX remained in better condition
than untreated ones. In an attempt to demonstrate the
mechanisms by which DTX may affect neuronal survival
we studied its effect in co-cultures of cortical neurons
and astrocytes submitted to successive medium changes.
After the second change of medium, at 9 days in vitro,
the neuronal number in controls decreased by 43%,
while in cultures receiving astrocyte-conditioned
medium the cell loss was significantly reduced (15%,
p <0.01) with respect to control conditions. When DTX
was added to the culture medium neuronal loss was also
significantly prevented (25% for 1 uM DTX, p <0.01)
with respect to control conditions. 4-Aminopyridine (4-
AP) and 21 mM K* also preserved neurons. The L-type
calcium channel antagonist nifedipine (5 nM) abolished
the protective effect of DTX and 4-AP. These results
show that K* channel blockade induces protection
against damage produced by repetitive medium change
and that this effect is mediated by L-type Ca?* channels.

Key words: 4-Aminopyridine; Cortical neuron cultures;
a-Dendrotoxin; I,-type K* channel blockers; L-type Ca?*
channels; Nifedipine; Neuronal survival
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Introduction

Voltage-dependent A-type K* channels play a cen-
tral role in regulating neuronal excitability and the
presynaptic release of neurotransmitters. The poly-
peptide dendrotoxin (DTX) isolated from Dendro-
aspis angusticeps venom' is one of the best
characterized blockers of A-type K* channels in
cerebral neurons.?? In isolated nerve terminals, DTX
induces Ca?* entry and neurotransmitter release
secondary to toxin-induced repetitive action poten-
tials.?*¢ Radioligand binding studies have dem-
onstrated high densities of DTX binding sites in
different brain regions such as neocortex” and
hippocampal formation.? Intraventricular injection
and direct administration of DTX into limbic regions
induce epileptiform activity and clonic seizures in
rats® ! and mice,!? an effect that may be associated
with potentiation of glutamate release.!! In addition,
intra-hippocampal or intraventricular administration
of DTX induces brain damage and neuronal loss in
several ipsilateral and contralateral brain areas.!™!3 In
an attempt to characterize the mechanisms by which
DTX may affect neuronal survival, we have studied
toxin effects on cultured cortical neurons. Our results
show that DTX does not induce neuronal death in
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cultures, on the contrary, it promotes neuronal
survival in co-cultures of cortical neurons and astro-
cytes exposed to repetitive medium change. Evidence
is provided that such trophic effect is mediated by
the voltage-dependent Ca** channels sensitive to
nifedipine.

Materials and Methods

Fetal bovine serum (FBS), heat-inactivated horse
serum (HS) and Eagle’s minimal essential media
(MEM, Earle’s salts) were from GIBCO. a-DTX was
donated by Dr C. Cervefiansky and isolated from D.
angusticeps venom (J.L., Kenya) according to Harvey
and Karlsson.! The peptide was further submitted to
a preparative cation exchange HPLC step. Purity was
checked by reverse phase HPLC on an Aquapore
RP-300 column.

Primary astrocyte cultures were prepared as
described previously!'* from the cortices of 1-day-old
Sprague-Dawley rats, anesthetized with ether. The
medium used was MEM with 10% FBS, 10% HS
and 10 ng ml™' EGF. After confluence was achieved
(6 days in witro) 10 pM cytosine arabinoside
(Ara-C) was added for 24 h to eliminate mitotic cells.
The monolayer was detached by trypsinization and
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plated in 24-well plates (NUNC) in the above
medium without EGF and Ara-C and with 5% of
both sera.

Cortical neurons were obtained from cortices of
16-day-old embryos using a minor modification of a
previously described technique.!® Cortical cells were
plated on to secondary astrocyte monolayers (20-30
days in wvitro) at a density of 12.5x 10° cells cm™,
and the experiments were proceeded after 6 days of
co-culture. Cultures were maintained in MEM with
Earle’s salts supplemented with 50 pg ml™ strepto-
mycin, 75 pg ml™! penicillin, L-glutamine (2 mM),
glucose (21 mM), bicarbonate (38 mM) and 3 uM
Ara-C to halt glial division.

In order to increase the rate of neuronal death,
complete medium changes with fresh medium were
performed at 6 and 8 days in vitro. The fresh medium
used in the successive changes was the same as
described above without FBS. Fresh medium also was
conditioned for 24 h by sister secondary astrocyte
monolayers of the same age. The drugs DTX, 4-
aminopyridine (4-AP) or nifedipine were added to
the fresh medium, immediately before changing the
medium.

Neuronal number was estimated using phase-
contrast microscopy in four pre-established random
fields (~0.5 mm?) located around the center of the
well. Each field was labeled for subsequent identifi-
cation and the neurons were counted at 6 days i
vitro (before medium change), and on subsequent
days. Viable neurons were recognized as phase-bright
cells displaying characteristic neuritic processes. The
mean number of neurons at 6 days in vitro was 79
+ 15 mm™. In some experiments, cultures were fixed
with 0.2% glutaraldehyde and 4% paraformaldehyde,
processed immunocytochemically for monoclonal
anti-neurofilament (200 kDa) antibody (Amersham)
and counted as described above. Negative controls
included deletion of the primary antibody.

Experiments were repeated at least three times,
and each experiment was set up in triplicate or
quadruplicate. Statistical analysis was performed using
one-away ANOVA followed by Student-Newman-
Keuls test for multiple comparisons. Data are repor-
ted as the mean £s.d., and p <0.05 was considered
significant.

Results

We observed previously that the exposure of pure
cortical cultures of neurons (14 days i vitro) to
increasing concentrations of DTX (0.1-10 uM)
directly added to the culture medium did not induce
cell death or any apparent deleterious effect on cell
morphology. Instead, pure or co-cultures maintained
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FIG. 1. Effect of DTX on cultures of cortical neurons. Co-cultures
were submitted to complete medium changes with fresh medium
at 6 and 8 days in vitro, fixed and processed for neurofilament
immunostaining. In each medium change the following compounds
were added to fresh medium: (A) vehicle; (B) 1 .M DTX; (C) 1 pM
DTX plus 5 uM nifedipine. Note that microphotographs do not repre-
sent necessarily quantitative data (shown in Fig. 2) but rather qual-
itative changes observed in neuronal morphology after DTX
treatment (increased number and extension of neuritic networks).
Bar = 50pm.
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FIG. 2. Effect of successive changes of medium on neuronal
survival. O Control, A astrocyte conditioned medium, O 1 uM DTX.
Data represent the mean +s.d. of four replicates in three different
experiments (n=12). Statistical evaluation was performed by
ANOVA followed by Student-Newman-Keuls test; **p < 0.01.

in the presence of DTX for several days displayed a
well preserved neuronal morphology that contrasted
with the progressive deterioration observed in
untreated sister cultures.

In order to characterize such a potential neuropro-
tective effect of DTX, co-cultures were submitted to
complete medium changes with fresh medium at 6 and
8 days in vitro. Previous experiments from our labo-
ratory have shown that such regimen induces a rapid
decrease in the number of neurons and in the extent
of the neuritic networks without affecting the astro-
cyte monolayer. Figure 1A shows the typical mor-
phological features of neurons in untreated cultures at
9 days in vitro after two consecutive medium changes.
In contrast to the low number of neurons and the
scarcity of neurite processes, sister cultures exposed
to identical changes with fresh medium containing
1M DTX displayed significant preservation of
neurons and neurite network (Fig. 1B).

As shown in Fig. 2, the number of neurons in
untreated co-cultures decreased progressively 24 h
after the first and second complete medium change,
to 72% and 57%, respectively, of the number of
neurons counted at 6 days in vitro (before medium
change). When astrocyte-conditioned medium was
used instead of fresh medium, the percentage of
neurons was significantly higher than in control
conditions (94% and 85% at 7 and 9 days i witro,
respectively). DTX (1 puM) added to fresh medium
significantly prevented neuronal loss with respect
to control cultures, the percentage of neurons being
90% and 75% at 7 and 9 days m witro,
respectively (Fig. 2). Other DTX concentrations
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FIG. 3. Nifedipine abolishes DTX- and 4-AP-induced protection
against repetitive medium changes. Neurons (6 days in vitro) in co-
cultures were submitted to a complete medium change with fresh
medium containing DTX (1 uM) or 4-AP (100 uM) with or without
nifedipine (5 uM). The number of neurons was assessed immedi-
ately before and 48 h after medium change. Dotted line refers to
control condition. Data represent the mean = s.d. of three replicates
in three different experiments (n=9). Statistical evaluation was
performed by ANOVA followed by Student-Newman-Keuls test; **p
<0.01.

(0.1 and 10 uM) also exerted significant protective
effects (69% and 71% respectively compared
with 57% in control conditions at 9 days in vitro,
» < 0.05).

In order to determine whether the protective effect
of DTX was due to K* channel blockade, another I,
K* channel blocker, 4-AP, was tested in the same
protocol. Addition of 4-AP (100 pM) to the fresh
medium significantly prevented neuronal loss to an
extent comparable with DTX (Fig. 3). High K*
medium (21 mM) also increased significantly the
neuronal survival with respect to controls, the
percentage of neurons being 92% and 80% at 7 and
9 days in vitro, respectively (p < 0.01).

The survival-promoting effect of high K* is related
to the presence of dihydropyridine-sensitive L-type
Ca?* channels.!® To assess whether neuronal survival
mediated by K* channel blockade is associated
with an indirect activation of voltage-dependent
L-type Ca** channels, the action of the antagonist
nifedipine alone or together with DTX or 4-AP was
studied. When applied alone, nifedipine (5 M) did
not significantly affect neuron viability. However, it
abolished protective effects of both DTX and 4-AP
(Figs 1C,3).

Discussion

In contrast to previous studies performed in vivo
showing that intracerebral administration of DTX
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induces brain damage and neuronal loss,!"!* we report

that the toxin is devoid of direct toxicity in culture
conditions. Such differences may be due to the fact
that DTX in wvivo stimulates cerebral excitatory
aminoacid pathways resulting in indirect excitotoxic
lesions. Although functional excitatory synaptic
contacts have been described in cortical cultures,
these neuronal networks do not seem to be vul-
nerable to DTX, a fact that may be related to the
predominance of GABAergic neurons in such condi-
tions."”

It is well known that regular change of medium is
associated with diminished survival of neurons.!®
Removing the culture medium and replacing it with
fresh medium causes severe damage to the cultures:"”
this effect was significantly attenuated by replacement
of fresh medium with astrocyte-conditioned medium.
Thus, in our cultures, neuronal death due to repetitive
medium changes was shown be related to insufficient
trophic support. In addition, I,-type K* channel
blockers also prevented the rate of neuronal loss asso-
ciated with this type of injury. Although the addition
of DTX or 4-AP did not reach the degree of protec-
tion obtained with astrocyte conditioned medium, it
rescued 40-60% of the neurons that would have died
in control conditions. These results suggest that in
culture conditions K* channel blockade exerts a neu-
rotrophic influence, preventing the neuronal death
induced by trophic factor deprivation.

Increased neuronal activity or depolarization with
high K* has been shown to exert trophic effects in a
variety of neuronal types,?*?! an effect associated with
the activation of L-type voltage-gated Ca?* chan-
nels.!®?2 Moreover, in neuronal cultures, depolariza-
tion-induced Ca?* entry through voltage-dependent
L-type channels has been shown to mimic, and to be
synergistic with neuronal growth factor actions,
including neuronal survival and the maintenance of
neurites  after growth factor deprivation.?>?
Accordingly, we present evidence that K* channel
blockade promotes neuronal survival to an extent
comparable with astrocyte-conditioned or high K*
media, and that the Ca** channel antagonist
nifedipine prevents this survival-promoting effect.
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Thus, L-type voltage-gated Ca** channels seem to be
involved in mediating the trophic action of DTX and
4-AP.

Conclusion

I,-K* channel blockade with DTX or 4-AP increased
neuronal survival in cultures of cortical neurons
submitted to insufficient trophic support. We provide
evidence that such effect is mediated by a toxin-
induced activation of L-type Ca?* channels sensitive
to nifedipine. Taken together, these results suggest a
role for I,-K* currents in survival of embryonic
cortical neurons.
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