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Resumo: 

A cultura organotípica de hipocampo tem sido usada como modelo para o estudo de 

mecanismos de morte celular in vitro. Adotamos este modelo na tentativa de estudar proteínas 

envolvidas na vulnerabilidade seletiva das regiões CA 1 e DG do hipocampo. Para a 

investigação do envolvimento da via da PI3K na vulnerabilidade as culturas foram tratadas com 

L Y294002, iníbidor da via, nas doses 10~M e 50~M e a resposta foi monitorada com iodeto de 

propídeo, um · corante de exclusão de células sadias visualizado em microscopia de 

fluorescência, e ensaio da atividade das caspases 3 e 7. Após administração de L Y294002 

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 

sensível que o CA 1 nas · primeiras horas de observa~o. Na dose de 50~M houve um 

considerável aumento na atividade da caspase 3 e 7 nas regiões estudadas, principalmente no 

DG. O inibidor de caspase Z-DEVD-FMK reduziu a atividade da caspase 3 na dose de 50~tM de 

L Y294002, mas não foi capaz de inibir a morte celu lar de uma forma geral. Esses resultados 

sugerem um~ grande importância da via da P13K nessas regiões, pois a sua inibição induz 

morte por apoptose, aparentemente também ocorrendo uma grande morte por necrose. A 

região do DG mostrou-se mais sensível que a região do CA 1, sugerindo uma maior 

necessidade da via da PI3K nesse local, possivelmente contribuindo para a maior resistência do 

DG a outros insultos como, por exe~plo, a POG. 

Palavras-chave: vulnerabilidade seletiva, hipocampo, apoptose, L Y294002 

Título: Via da P13K na vulnerabilidade do hipocampo. 
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Introdução: 

A apoptose, ou morte celular programada, é um mecanismo fisiológico, mas que pode 
' 

estar aumentado quando a célula é exposta a condiÇões desfavoráveis. É um tipo de morte que 

não envolve resposta inflamatória. sendo geralmente dependente da ativação de proteases 

específicas denominadas caspases (Leist and Jããttela, 2001). A maioria das proteínas pró-

apoptóticas é constitutiva nas células e precisa ser constantemente inibida. Uma das vias que 

participa desse processo de proteção ao insulto é a via da PI3K que, além de induzir a 

proliferação, bloqueia a apoptose em vários níveis (Yuan and Yankner, 2000 and Brunet et ai. 

2001). A PI3K ativa a proteína 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 
I 

seja clivada, impossibilitando assim a ativação da caspase 3 (Cardone et ai. , 1998); com BAD, 

mantendo-a fosforilada e impedindo com que essa atue sobre a mitocôndria provocando· a 

liberação do citocromo c (Datta et ai., 1997); com FKH R, que é o fator de transcição do receptor 

Fas, inibindo-o e fazendo com que F as deixe de ser transcrito (Brunet et ai. , 1999); com p53, 

inibindo sua atividade transcricional que originaria produtos pró-apoptóticos (Yamaguchi et ai., 

2001); com IKK, permitindo a ativação de NFKB (Ozes et a/., 1999); e com CREB, aumentando 

a transcrição direcionada por esse fator (Ou and Montminy, 1998). Isto indica que essa é uma 

via bastante importante na regulação do processo apoptótico. 

O hipocampo é formado por regiões com diferentes populações de neurônios que 

possuem diferentes respostas a insultos (Siegel et a/., 1999). Frente à isquemia, a região CA 1 

mostrou-se mais sensível e a região do giro denteado (DG) mostrou-se mais resistente 

(Schmidt-Kaster, 1991), sugerindo a existência de respostas diferentes no impedimento da 

morte celular dessas duas regiões, possivelmente com diferentes proteínas envolvidas no 

processo (Kitagawa et af . ..~ 1999 and Yano et ai., 2001 ). lnibidores de caspases já se mostraram 
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neuroprotetores frente ao insulto isquêmico, sugerindo que, além de necrose, esse tipo de 

insulto é capaz de induzir a apoptose (Ray et a/, 2000). Sendo a via da PI3K uma via 

antiapoptótica, o objetivo principal do trabalho foi investigar o envolvimento dessa na 

vulnerabilidade seletiva do hipocampo. 

A cultura organotípica vem sendo utilizada como um modelo para estudos de morte 

celular ín vítro, uma vez que conserva as características do tecido, preservando as interações 

neurônio-glia (Gãhwiler et a/., 1997). Com o objetivo de melhor entender o processo de 

vulnerabilidade seletiva de neurônios hipocampais após o dano, usamos esse modelo de 

cultura para o estudo do envolvimento da via de sinalização da AKT/PKB no processo de 

resistência. Para tanto usamos o inibidor da via da PI3K, L Y294002, na tentativa de observar 

diferenças na morte celular das áreas CA 1 e DG. 

Materiais e Métodos: 

Cultura Organotípica de Hipocampo: 

A cultura organotípica das fatias de hipocampo foi preparada de acordo com Stoppini et 

a/. (1991). As fatias foram obtidas de hipocampo de ratos Wistar, de 6 a 8 dias de idade. O 

'hipocampo foi dissecado e foram feitos cortes transversais de 400 IJ.m usando o "Mcllwain 

tissue chopper". As fatias foram colocadas em solução salina de Hanks (HBSS, mg/ml): 6.5 

glicose, 0.14 CaCb, 0.4 KCI, 8 NaCI, 0.06 KH2P04, 0.048 Na2HP04, 0.1 MgCb, 0.1 MgS04, 25 

mM Hepes, 1% fungizona e 36 f.LU100 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 poços (Cell Culture Cluster, Costar) com 1 ml de 

meio de cultura, que consistia de 50% de Minimum Essential Medium (MEM, .~ibco), 25% de 

HBSS (Gibco) e 25% de soro de cavalo inaüvado por calor (Gibco). Esse meio foi suplementado 

com 6.5 mg/ml glicose, 1 mM glutamina, 25 mM Hepes, 4 mM NaHC03, ·Fungizona (1%) ·e 
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garamicina (36 f..lU1 00 ml), pH 7.3. As culturas foram mantidas a 37°C numa atmosfera com 

5% de C02. O meio de cultura foi trocado a cada 3 dias e os experimentos foram realizados 

após 14 dias de cultivo. 

Tratamento com L Y294002: 

Após 14 dias em cultivo as culturas foram tratadas com L Y294002 (Calbiochem) em 

diferentes concentrações (1 O_f..LM e 50f..LM) para o estudo do efeito dessa droga sobre a morte 

celular nas diferentes regiões do hipocampo: Seis horas antes do tratamento o soro do meio de 

cultura era reduzido de 25% para 2,5%. Quando necessário, o inibidor da caspase 3, Z-DEVO­

FMK (Enzyme System Products). foi adicionado 1 hora antes do tratamento e mantido durante 

todo o período de observação. 

Privação de oxigênio e glicose (POG): 

Após 14 dias em crescimento e 6 horas com o meto com soro reduzido para 2,5%, as 

culturas foram submetidas à privação de oxigênio e glicose, para simulação de uma isquemia, 

conforme Strasser and Fischer, 1995, com algumas modifícações. O meio de cultura foi trocado 

por 1 ml de solução de Hanks sem glicose por 15 minutos. Em seguida esse foi trocado por um 

meio semelhante, mas que foi previamente gaseificado com nitrogênio por 30 minutos. A POG 

foi feita numa câmara de anóxia, durante 40 min, a 37°C. Na seqüência o meio de cultura foi 

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

fotografada a cada 4h. 

Quantificação do dano celular: 

O dano celular foi medido por análise da fluorescência emitida pelo iodeto de propideo­

IP- (Calbiochem), um maftador que é excluído de células sadias, sendo capaz de penetrar em 
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membranas não íntegras e ligar em ácidos nucléicos. tornando-se assim fluorescente e 

podendo ser observado (Macklis and Madison. 1990). O iodeto de propídeo (7,5 J.I.M) foi 

adicionado no momento do tratamento e as culturas foram observadas a cada 4h, durante 21 h, 

em microscópio invertido (Nikon Eclipse TE 300), usando o filtro padrão de rodamina. As 

imagens foram capturadas e· analisadas usando o software "Scion lmage'' 

(http://www.scioncorp.com). A área acima do "background" foi determinada usando a opção 

"density slice" e foi comparada com a área total para obtenção 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 vezes com Krebs Ringer 

(NaCI124 mM, KCI4 mM,
1
MgS04 1.2 mM, Na-Hepes 25 mM, glicose 12 mM e CaCI2 1mM, pH 

7.4) e as fatias foram separadas em CA 1 e DG com o auxílio de bisturis. As amostras foram 

lisadas em PBS (Na2HP04 0.0004 mg/mL, NaCI 0.008 mg/ml, KCI 0.0002 mg/ml, pH 7.4) com 

triton X-100 0,2%. Após dosagem das proteínas pelo método de BCA (Pierce) foi realizado o 

ensaio fluorogênico com o substrato DEVD-MCA (Peptide lnstitute), específico para as 

caspases 3 e 7. Foram aplicadas 30 J,.t9 de amostra e a concentração final de substrato foi de 

0,02mM. O tampão de ensaio consistia de Sacarose 0.1g/ml. CHAPS 0.001g/ml. BSA 

0.0001g/ml e Hepes-NaOH 0.024 g/ml, pH 7.5. A cinética de hidrólise do substrato foi 

monitorada em fluorímetro de microplacas, com excitação de 370 nm e emissão a 460 nm. Os .. 

resultados estão expressos em fmol de substrato hidrolizado/j.J.g/minuto. 

Análise estatística: 

Os experimentos foram realizados no mínimo 2 vezes (ensaio da caspase) ou 6 vezes 

(incorporação de IP) e estão apresentados em média ± desvio padrão. Os dados foram 
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analisados pelo teste t pareado ou teste t para amostras independentes. Os valores de P<0,05 

foram considerados estatisticamente significativos. 

Resultados e discussão: 

O tratamento das fatias hipocampais com o L Y294002, um inibidor da via da PI3K e. 

conseqüentemente da proteina AKT, induziu a morte nas culturas quando administrado nas 

doses de 10J1M e 50J1M (figuras 1A e 1 8). Ao contrário do que pode ser observado após POG, 

onde a região do CA 1 é mais sensível e a região do DG é mais resistente (figura 1 D). o 

tratamento com a droga induz uma morte mais rápida no DG, sugerindo uma maior 

sensibilidade dessa área. A região do CA 1 também se mostrou responsiva, porém de uma 

forma mais lenta (figuras 1A e 1 8). Quando· as culturas foram tratadas com L Y294002 na dose 
' 

50J1M e Z-DEVD-FMK não foi observada redução na morte celular em nenhuma das regiões 

estudadas (figura 1 C). A morte diferencial induzida pelo L Y294002 e por 40 minutos de POG 

pode ser visualizada na figura 2. 

Para a investigação do tipo de morte induzida pelo L Y294002 realizaram-se ensaios de 

atividade das caspases 3 e 7, principais efetoras do processo apoptótico clássico (figuras 3 e 4). 

Na dose de 1011M o L Y294002 nãó foi capaz de induzir a ativação das caspases. Quando 

administrado na dose de 50J1M induziu a ativação, sendo observada uma maior atividade no 

DG. Frente a POG parece não ter havido resposta das caspases. sugerindo que ef!l nosso 

modelo a morte induzida pela POG foi em sua grande parte necrótica ou independente de 

caspases. Quando comparamos a ativação em CA 1 e em DG após tratamento com a droga 

vimos que no DG há muito mais atividade de caspase, novamente sugerindo uma maior 

sensibilidade dessa área ao tratamento com L Y294002 na dose de S011M (figura 3). 

Para investigação do tempo necessário para a ativação das caspases as fatias foram 

lisadas 9h e 22h após o tratamento (figura 4). Foi observado um aumento progressivo na 
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atividade das caspases, sempre maior na região do DG. Concluímos que o L Y294002 é capaz 

de induzir apoptose em culturas organotípicas de hipocampo, sendo a ativação das caspases 

progressiva e sempre maior no DG. 

Dados na literatura indicam que o iodeto de propídeo não é um marcador de apoptose. 

Woltman ef a/., 2001, mostraram que na fase inicial de apoptose não há incorporação de IP, por 

não haver exposição do DNA. Portanto, podemos concluir que há também indução de necrose 

quando as culturas são tratadas com L Y294002. Além da necrose há presença de apoptose, o 

que pode ser visualizado no ensaio das caspases 3 e 7. E pelo fato de IP não ser um bom 

marcador de apoptose, não conseguimos observar reversão da morte apoptótica na 

microscopia de fluorescência quando tratamos as culturas com z-DEVD-FMK, inibidor da 

caspase 3, uma vez que a técnica parece só detectar necrose e fases muito tardias de 

apoptose. 

Após a realização de POG nas culturas, observamos um grande aumento .na morte da 

região CA 1. como observado por outros autores (Schmidt-Kaster, 1991 e Cimarosti et a/., 2001 ). 

Não observamos ativação das caspases 3 e 7 após esse tipo de insulto, sugerindo que a 

grande parte da morte celular induzida por POG é necrose ou apoptose independente de 

caspases, como sugerido por Loetscher et a/., 2001. 

Mais estudos são necessários para comprovação do envolvimento da via da AKT na 

vulnerabilidade 'seletiva do hipocampo. Nossos' resultados sugerem o seu envolvimento e 

indicam uma importância maior dessa via na regiâo do DG, possivelmente uma das 

responsáveis pela resistência do DG a outros insultos como, por exemplo, a POG. 
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Figura 1: Morte celular induzida por L Y294002. lodeto de propídeo foi adicionado ao 

meio de cultura e as fatias foram monitoradas através de microscopia de fluorescência. A) as 

fatias foram tratadas com 1011M da droga (n=9), B) S011M (n=9), C) S011M na presença de Z-

DEVO (n=6) ou D) foram submetidas a 40 minutos de POG (n=6). Os resultados estão 

expressos em média ±desvio padrão e representam a % do dano em relação a área de CA 1 ou 

DG. Foi feita a média de 12 controles e esta foi descontada de todos os tratamentos nos 

diferentes tempos analisados. 
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Figura 2: Microfotografias representativas das culturas organotípicas 21 

horas após a exposição à L Y 294002 ou à POG • A) controle; 8) L Y 

1 0!-LM; C) L Y 50!-LM; D) fatias expostas à 40 minutos de POG. 

Aumento: 40 X. 
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Figura 3: Atividade das caspases 3 e 7 observada 22h após tratamento com L Y294002 nas 

doses 1 Üf.lM e 50f.LM e após POG. Na dose de 50j.iM da droga observou-se aumento da 

morte tanto em CA 1 quanto em DG; a adição de Z-DEVD inibiu a atividade das caspases 

em CA 1 quanto em DG; na dose de L Y 50pM o DG apresentou maior atividade das 

·caspases em relação ao CA 1; a POG não alterou a atividade dessas caspases. 

* =CA 1 e DG diferente do controle (p<0.01, n=3) 

** =CA1 tratado com LY 50j.iM diferente de CA1 com LY 50j.iM+Z-DEVD (p<0.05, n=2) 

# =DG tratado com L Y 50!!M diferente de DG com L Y 50j!M + Z-DEVD (p<0.05, n=2) 

& =DG diferente de CA 1 em presença de L Y 50~o .. M (p<0.05, n=3). 
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Figura 4: A atividade das caspases 3 e 7 aumenta com o passar do tempo. Após 

tratamento com LY294002 50~-tM as fatias foram lisadas em 9h e 22h. Foi observado um 

aumento na atividade em relação 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 após adição da droga (p<0.01, n=3) 

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

##=DG diferente do controle 22 h após a adição da droga (p<0.001, n=3) 

&=CA 1 e DG 9 horas diferente de CA 1 e DG 22h após adição da droga (p<0.01, n=3) 

à=DG diferente de CA 1 9 horas após adição da droga (p< 0.05, n=3) 
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