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Resumo:

A cultura organctipica de hipocampo tem sido usada como modelo para o estudo de
mecanismos de morte celular in vitro. Adotamos este modelo na tentativa de estudar proteinas
envolvidas na vulnerabilidade seletiva das regides CA1 e DG do hipocampo. Para a
investigacao do envolvimento da via da PI3K na vulnerabilidade as cﬁituras foram tratadas com
LY294002, inibidor da via, nas doses 10uM e 50uM e a resposta foi monitorada com iodeto de
propideo, um corante de exclusdo de células sadias visualizado em microscopia de
fluorescéncia, e ensaio da atividade das caspases 3 e 7. Apos administragdo de LY294002
constatamos, para ambas as doses testadas, um grande aumento na morte celular da estrutura
em cultivo, com uma intensidade dependente da dose administrada. O DG mostrou-se mais
sensivel que o CA1 nas primeiras horas de observagdao. Na dose de 50uM houve um
consideravel aumento na atividade da caspase 3 e 7 nas regides estudadas, principalmente no
DG. O inibidor de caspase Z-DEVD-FMK reduziu a atividade da caspase 3 na dose de 50uM de
LY294002, mas ndo foi capaz de inibir a morte celular de uma forma geral. Esses resultados
sugerem uma grande importancia da via da PI3K nessas regioes, pois a sua inibigdo induz
morte por apoptose, aparentemente também ocorrendo uma grande morte por necrose. A
regido do DG mostrou-se mais sensivel que a regido do CA1, sugerindo uma maior
necessidade da via da PI3K nesse local, possivelmente contribuindo para a maior resisténcia do

DG a outros insultos como, por exemplo, a POG.

Palavras-chave: vulnerabilidade seletiva, hipocampo, apoptose, LY294002

Titulo: Via da PI3K na vulnerabilidade do hipocampo.



Introducao:

A apoptose, ou morte celular programada, € um mecanismo ‘fisiolc')gico, mas que pode
estar aumentado quando a célula é exposta a condi¢des desfavoraveis. E um tipo de morte que
ndo envolve resposta inflamatoria, sendo geralmente dependente da ativacdo de proteases
especificas denominadas caspases (Leist and Jaattela, 2001). A maioria das proteinas pro-
apoptoticas é constitutiva nas células e precisa ser constantemente inibida. Uma das vias que
participa desse processo de protegdc ao insulto & a via da PI3K que, além de induzir a
proliferacao, bloqueia a apoptose em varios niveis (Yuan and Yankner, 2000 and Brunet ef al.
2001). A PI3K ativa a proteina AKT (Hemmings, 1997), que interage com GSK3, fosforilando-a
e inativando-a (Pap and Cooper, 1997); com caspase 9, fosforilando-a e impedindo que essa
seja clivada, impossibilitan‘do assim a ativagao da caspase 3 (Cardone ef al., 1998), com BAD,
mantendo-a fosforilada e impedindo com que essa atue sobre a mitocondria provocando a
liberagao do citocromo c (Datta et al., 1997); com FKHR, que ¢ o fator de transci¢gdo do receptor
Fas, inibindo-o e fazendo com que Fas deixe de ser transcrito (Brunet ef al, 1999); com p53,
inibindo sua atividade transcricional que originaria produtos pré-apoptéticos (Yamaguchi et al.,
2001); com IKK, permitindo a ativacdo de NFxB (Ozes ef al., 1999), e com CREB, aumentando
a transcrigdo direcionada por esse fator (Du and Montminy, 1998). [sto indica que essa é uma
via bastante importante na regulagao do processo apoptético.

O hipocampo é formado por regides com diferentes populagdes de neurdnios que
possuem diferentes respostas a insultos (Siegel et al,, 1999). Frente a isquemia, a regido CA1
mostrou-se mais sensivel e a regido do giro denteado (DG) mostrou-se mais resistente
(Schmidt-Kaster, 1991), sugerindo a existéncia de respostas diferentes no impedimento da
morte celular dessas duas regides, possivelmente com diferentes proteinas envolvidas no

processo (Kitagawa et al,, 1999 and Yano et al.,, 2001). Inibidores de caspases ja se mostraram



neuroprotetores frente ao insulto isquémico, sugerindo que, além de necrose, esse tipo de
insulto é capaz de induzir a apoptose (Ray ef al, 2000). Sendo a via da PI3K uma via
antiapoptdtica, o objetivo principal do trabalho foi investigar o envolvimento dessa na
vulnerabilidade seletiva do hipocampo. | /

A cultura organotipica vem sendo utilizada como um modelo para estudos de morte
celular in vifro, uma vez que conserva as caracteristicas do tecido, preservando as interagdes
neurdnio-glia (Gahwiler et al., 1997). Com o objetivo de melhor entender o processo de
vulnerabilidade seletiva de neurdnios hipocampais ap6s o dano, usamos esse modelo de
cultura para o estudo do envolvimento da via de sinalizagdo da AKT/PKB no processo de

resisténcia. Para tanto usamos o inibidor da via da PI3K, LY294002, na tentativa de observar

diferencas na morte celular das areas CA1 e DG.

Materiais e Métodos:

Cultura Organotipica de Hipocampo:

A cultura organotipica das fatias de hipocampo foi preparada de acordo com Stoppini et
al. (1991). As fatias foram obtidas de hipocampo de ratos Wistar, de 6 a 8 dias de idade. O
‘hipocampo foi dissecado e foram feitos clortes transversais de 400 pum usando o “Mcllwain
tissue chopper”. As fatias foram colocadas em solugao salina de Hanks (HBSS, mg/mL): 6.5
glicose, 0.14 CaCl,, 0.4 KCI, 8 NaCl, 0.06 KH,POy, 0.048 Na,HPQOys, 0.1 MgCl,, 0.1 MgSQ,, 25
mM Hepes, 1% fungizona e 36 pl/100 mL garamicina, pH 7.2, para serem separadas. O cultivo
foi feito em membranas Millicell (Millipore), distribuindo-se 6 fatias.em cada membrana. As
membranas foram colocadas em placas de 6 pogos (Cell Culture Cluster, Costar) com 1 mL de
meio de cultura, que consistia de 5b% de Minimum Essential Medium (MEM, Gibco), 25% de
HBSS (Gibco) e 25% de soro de cavalo inativado por calor (Gibco). Esse meio foi suplementado
com 6.5 mg/mL glicose, 1 mM glutamina, 25 mM Hepes, 4 mM NaHCOs, Fungizona (1%) e
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garamicina (36 ulL/100 mL), pH 7.3. As culturas foram mantidas a 37°C numa atmosfera com
5% de CO,. O meio de cultura foi trocado a cada 3 dias e os experimentos foram realizados

apos 14 dias de cultivo.

Tratamento com LY294002:

Apés 14 dias em cultivo as culturas foram tratadas com LY294002 (Calbiochem) em
diferentes concentragées (10uM e 50uM) para o estudo do efeito dessa droga sobre a morte
celular nas diferentes regides do hipocampo. Seis horas antes do tratamento o soro do meio de
cultura era reduzido de 25% para 2,5%. Quando necessario, o inibidor da caspase 3, Z-DEVD-
FMK (Enzyme System Products), foi adicionado 1 hora antes do tratamento e mantido durante

todo o periodo de observagéo.

Privagdo de oxigénio e glicose (POG):

Apoés 14 dias em crescimento e 6 horas com o meio com soro reduzido para 2,5%, as
culturas foram submetidas a privagdo de oxigénio e glicose, para simulagdo de uma isquemia,
conforme Strasser and Fischer, 1995, com algumas modificagées. O meio de cultura foi trocado
por 1 mL de solugdo de Hanks sem glicose por 15 minutos. Em seguida esse foi trocado por um
meio semelhante, mas que foi previamente gaseificado com nitrogénio por 30 minutos. A POG
foi feita numa camara de anoxia, durante 40 min, a 37°C. Na sequéncia o meio de cultura foi

recolocado e a placa foi mantida na incubadora para a recuperagao por 22 horas, sendo

fotografada a cada 4h.

Quantificagdo do dano celular:

O dano celular foi medido por analise da fluorescéncia emitida pelo iodeto de propideo -

IP- (Calbiochem), um martador que € excluido de células sadias, sendo capaz de penetrar em
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membranas ndo integras e ligar em acidos nucléicos, tornando-se assim fluorescente e
podendo ser observado (Macklis and Madison, 1990). O iodeto de propideo (7,5 pM) foi
adicionado no momento do tratamento e as culturas foram observadas a cada 4h, durante 21h,
em microscopio invertido (Nikon Eclipse TE 300), usando o filtroapadréo de rodamina. As
imagens foram capturadas e analisadas wusando o software “Scion Image”
(http://www.scioncorp.com). A area acima do "background” foi determinada usando a opgao

“density slice” e foi comparada com a &rea total para obteng&o do percentual do dano. Foi feita

a média de todos os controles e essa foi descontada dos tratamentos.

Atividade das Caspase 3 e 7:

Decorridas 22h do tratamento as membranas foram lavadas 3 ve.zes com Krebs Ringer
(NaCl 124 mM, KCI 4 mM,’MgSD4 1.2 mM, Na-Hepes 25 mM, glicose 12 mM e CaCl; 1mM, pH
7.4) e as fatias foram separadas em CA1 e DG com o auxilio de bisturis. As amostras foram
lisadas em PBS (Na;HPO,4 0.0004 mg/mL, NaCl 0.008 Img!mL, KCI 0.0002 mg/mL, pH 7.4) com
triton X-100 0,2%. Apos dosagem das proteinas pelo método de BCA (Pierce) foi realizado o
ensaio fluorogénico com o substrato DEVD-MCA (Peptide Institute), especifico para as
caspases 3 e 7. Foram aplicadas 30 pg de amostra e a concentrago final de substrato foi de
0,02mM. O tamp&o de ensaio consistia de Sacarose 0.1g/mL, CHAPS 0.001g/mL, BSA
0.0001g/mL e Hepes-NaOH 0024 g/mL, pH 7.5. A cinética de hidrélise do substrato foi
monitorada em fluorimetro de microplacas, com excitagdo de 370 nm e emissdo a 460 nm, Os

resultados estéo expressos em fmol de substrato hidrolizado/pg/minuto.

Analise estatistica:
Os experimentos foram realizados no minimo 2 vezes (ensaio da caspase) ou 6 vezes

(incorporacdo de IP) e estdo apresentados em média + desvio padrdo. Os dados foram



analisados pelo teste t pareado ou teste { para amostras independentes. Os valores de P<0,05

foram considerados estatisticamente significativos.

Resultados e discusséo:

O tratamento das fatias hipocampais com o LY294002, um inibidor da via da PI3K e,
consequentemente da proteina AKT, induziu a morte nas culturas quando administrado nas
doses de 10uM e 50uM (figuras 1A e 1B). Ao contrario do que pode ser observado apés POG,
onde a regidao do CA1 & mais sensivel e a regido do DG €& mais resistente (figura 1D), o
tratamento com a droga induz uma morte mais rapida no DG, sugerindo uma maior
sensibilidade dessa area. A regidao do CA1 também se mostrou responsiva, porem de uma
forma mais lenta (figuras 1{\ e 1B). Quando as culturas foram tratadas com LY294002 na dose
50puM e Z-DEVD-FMK néo foi observada redt_;g:éo na morte celular em nenhuma das regides
estudadas (figura 1C). A morte diferencial induzida pelo LY294002 e por 40 minutos de POG
pode ser visualizada na figura 2.

Para a investigagéo do tipo de morte induzida pelo LY294002 realizaram-se ensaios de
atividade das caspases 3 e 7, principais efetoras do processo apoptoético classico (figuras 3 e 4).
Na dose de 10uM o LY294002 néo foi capaz de induzir a ativagdo das caspases. Quando
administrado na dose de 50uM induziu a ativagao, sendo observada uma maior atividade no
DG. Frente a POG parece ndo ter havido resposta das caspases, sugerindo que em nosso
modelo a morte induzida pela POG foi em sua grande parte necrética ou independente de
caspases. Quando comparamos a ativagcdo em CA1 e em DG apoés tratamento com a droga
vimos que no DG ha muito mais atividade de caspase, novamente sugerindo uma maior
sensibilidade dessa area ao tratamento com LY294002 na dose de 50uM (figura 3).

Para investigagdo do tempo necessario para a ativagado das caspases as fatias foram
lisadas 9h e 22h apoés o tratamento (figura 4). Foi observado um aumento progressivo na
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atividade das caspases, sempre maior na regido do DG. Concluimos que o LY294002 é capaz
de induzir apoptose em culturas organotipicas de hipocampo, sendo a ativagdo das caspases
progressiva e sempre maior no DG.

Dados na literatura indicam que o iodeto de propideo nao é u’.m marcador de apoptose.
Woltman ef al., 2001, mostraram que na fase inicial de apoptose ndo ha incorporagdo de IP, por
n&o haver exposigdo do DNA. Portanto, podemos concluir que ha também indugdo de necrose
guando as culturas sdo tratadas com LY294002. Além da necrose ha presenga de apoptose, o
que pode ser visualizado no ensaio das caspases 3 e 7. E pelo fato de IP ndo ser um bom
marcador de apoptose, ndo conseguimos observar reversdao da morte apoptotica na
microscopia de fluorescéncia quando tratamos as culturas com z-DEVD-FMK, inibidor da
caspase 3, uma vez que a técnica parece so detectar necrose e fases muito tardias de
apoptose.

Apos a realizagéo de POG nas culturas, observamos um grande aumento na morte da
regido CA1, como observado por outros autores (Schmidt-Kaster, 1991 e Cimarosti et al., 2001).
N&o observamos ativagdo das caspases 3 e 7 apds esse tipo de insulto, sugerindo que a
grande parte da morte celular induzida por POG € necrose ou apoptose independente de
caspases, como sugerido por Loetscher et a/.,, 2001.

Mais estudos sdo necessarios para comprovagdo do envolvimento da via da AKT na
vulnerabilidade seletiva do hipocampo. Nossos resultados sugerem o seu envolvimento e

indicam uma importancia maior dessa via na regi@o do DG, possivelmente uma das

responsaveis pela resisténcia do DG a outros insultos como, por exemplo, a POG.
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Figura 1: Morte celular inddzida por LY294002. lodeto de propideo foi adicionado ao
meio de cultura e as fatias foram monitoradas através de microscopia de flqorescéncia. A) as
fatias foram tratadas com 10uM da droga (n=9), B) 50uM (n=9), C) 50uM na presenca de Z-
DEVD (n=6) ou D) foram submetidas a 40 minutos de POG (n=6). Os resultados estao
expressos erﬁ média + desvio padr&o e representam a % do dano em relagao a area de CA1 ou
DG. Foi feita a média de 12 controles e esta foi descontada de todos os tratameﬁtos nos

diferentes tempos analisados.
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A B CA1
DG
-

Figura 2: Microfotografias representativas das culturas organotipicas 21
horas apés a exposicdo a LY 294002 ou & POG . A) controle; B) LY
10puM; C) LY 50uM; D) fatias expostas a 40 minutos de POG.

Aumento: 40 X.
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Figura 3: Atividade das caspases 3 € 7 observada 22h apoés tratamento com LY294002 nas
doses 10uM e 50pM e apds POG. Na dose de 50uM da droga observou-se aumento da
morte tanto em CA1 quanto em DG; a adigéo de Z-DEVD inibiu a atividade das caspases
em CA1 quanto em DG; na dose de LY 50pM o DG apresentou maior atividade das
caspases em relagéo ao CA1; a POG n&o alterou a atividade dessas caspases.

* =CA1 e DG diferente do controle (p<0.01, n=3)

» =CA1 tratado com LY 50uM diferente de CA1 com LY 50uM+Z-DEVD (p<0.05, n=2)

# =DG tratado com LY 50uM diferente de DG com LY 50uM + Z-DEVD (p<0.05, n=2)

& =DG diferente de CA1 em presenga de LY 50uM (p<0.05, n=3).
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Figura 4: A atividade das caspases 3 e 7 aumenta com o passar do tempo. Apos
tratamento com LY294002 50uM as fatias foram lisadas em 9h e 22h. Foi observado um
aumento na atividade em relagéo ao controle, tanto em 9h para o DG quanto em 22h para
ambas as estruturas. O DG mostrou maior atividade em ambos os tempos.

* =DG diferente do controle 9 horas ap6s adigéo da droga (p<0.01, n=3)

#=CA1 diferente do controle 22 h apds a adicdo da droga (p<0.01, n=3)

##=DG diferente do controle 22 h apés a adi¢éo da droga (p<0.001, n=3)

8=CA1 e DG 9 horas diferente de CA1 e DG 22h ap6s adigdo da droga (p<0.01, n=3)

A=DG diferente de CA1 9 horas ap6s adig&o da droga (p< 0.05, n=3)
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