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RESUMO

A compreensdo do funcionamento da estrutura hipocampal € de extrema
importancia para o entendimento de processos de aprendizado e memoaria que
estédo frequentemente associados ao envelhecimento cerebral. Considerando a
relevancia dessa estrutura cerebral e também a fundamental importancia dos
astrocitos para manutencdo das condi¢Bes fisioloégicas do sistema nervoso
central, nesse estudo foi estabelecido e caracterizado um modelo de cultura de
astrocitos hipocampais de ratos Wistar adultos e envelhecidos, 90 e 180 dias,
respectivamente. Para a preparacdo da cultura, os cérebros foram
cuidadosamente dissecados e o hipocampo foi dissociado enzimaticamente,
com tripsina, e também mecanicamente. As células foram semeadas em placas
com poli-L-lisina e cultivadas em atmosfera com 5% CO, com DMEM/F12 (10%
de soro fetal bovino (SFB)) nas duas primeiras semanas e DMEM/F12 (20%
SFB) até atingirem a confluéncia. Ao final deste periodo, observou-se que as
células apresentavam morfologia poligonal caracteristicamente astrocitaria, e
apresentavam extensiva marcacao para importantes marcadores gliais como a
proteina glial fibrilar 4cida (GFAP), a proteina de citoesqueleto vimentina e a
enzima glutamina sintetase (GS). Ainda foi observada marcacdo de outras
proteinas caracteristicamente astrocitarias como os transportadores de
glutamato, GLAST e GLT-1. Também foi avaliada a atividade da GS e o
conteudo de glutationa (GSH). Portanto, com este trabalho conseguimos
estabelecer um protocolo de cultura de astrocitos hipocampais de ratos Wistar
de 90 e 180 dias, adequado para o estudo de patologias que tenham suas
bases relacionadas a regido hipocampal e ao envelhecimento cerebral,
permitindo, futuramente, a realizacdo de experimentos que testem tanto alvos
preventivos como terapéuticos em situacées neurodegenerativas in vivo e in

vitro.



INTRODUCAO

1 — SISTEMA NERVOSO CENTRAL — Anatomia

O Sistema Nervoso Central (SNC) é formado por duas regifes: a medula
espinhal e o encéfalo. O encéfalo € subdividido em tronco cerebral (bulbo,
ponte e mesenceéfalo), cerebelo, diencéfalo e hemisférios cerebrais. Ja a
medula espinhal, participa diretamente no controle dos movimentos corporais e

processamento sensorial de informacdes advindas de outros locais do corpo.

1.1 — Os hemisférios cerebrais

Os hemisférios cerebrais possuem quatro componentes maiores, que
juntos participam do que ha de mais refinado no comportamento humano.

1.1.1. Cortex € essencial para o comportamento motor, percepcdo do
tato, dor, posicdo dos membros, percepgcdes sensoriais provenientes da pele,
musculos e articulacdes e percepcéo visual;

1.1.2. Amigdala, estrutura que esta relacionada ndo apenas com
emocdes, mas também com a coordenacédo de respostas corporais a situacées
estressantes ou ameagadoras;

1.1.3. Ndcleos da base, que sao um conjunto de neurbnios que
participam de diversas fungdes em cooperag¢do com o cértex cerebral, estando
intimamente ligado ao controle de movimentos, emoc¢des e cognicao;

1.1.4. Hipocampo € uma estrutura altamente especializada que, além de
estar envolvido nos processos de aprendizado e memoéria é também uma area
altamente reativa a uma variedade de tratamentos. Devido a sua importante
funcionalidade, o hipocampo tem recebido crescente interesse de
pesquisadores (Raine, Cedric S. Basic Neurochemistry: Molecular, Cellular and
Medical Aspects).

Esta estrutura, juntamente com a amigdala, encéfalo e diencéfalo, faz
parte do sistema limbico, que desempenha um papel-chave na conduta
humana, sendo esse sistema frequentemente associado a disfungbes
psiquiatricas (Machado, A Neuroanatomia Funcional). Muitos estudos apontam

que esta estrutura desempenha um papel critico na memdéria declarativa, ou



seja, em nossa capacidade de recordar fatos e eventos cotidianos. Estudos
sugerem que o processamento de memaria, mediado pelo sistema hipocampal,
comega durante a aprendizagem e continua contribuindo para a consolidagéo
de memodrias por um periodo de tempo prolongado (Corkin, 1984). Alguns
autores demonstraram haver perda de memoria em roedores, apos lesdo
cirirgica limitada ao hipocampo, evidenciada quando os mesmos foram
submetidos a tarefas que exigissem aptidées de memoria e aprendizado
(Eichenbau et al., 1989; Olton et al., 1979; Sutherland et al., 1989).

Em concordéancia com experimentos realizados em animais, estudos em
humanos, que apresentavam problemas de memoéria ja diagnosticados,
permitiram, através de técnicas de ressonancia magnética, a observacgao visual
de anormalidade hipocampal, uma vez que esta estrutura mostrou-se
significantemente diminuida e atréfica (Squire et al., 1990).

O hipocampo também estd envolvido na génese de disturbios
convulsivos em humanos e roedores. Quaisquer elevacdes substanciais nos
niveis normais de atividade nesta estrutura disparam centenas de mudancas

mensuraveis nas células e nos circuitos hipocampais (Morimoto et al., 2004).

2 — SISTEMA NERVOSO CENTRAL — Anatomia celular

O parénguima no Sistema Nervoso Central (SNC) é formado por células
nervosas e suas extensOes aferentes e eferentes, dendritos e axonios, todas
estreitamente envoltas por células gliais. Além de neurbnios, que sao
responsaveis pela transmissédo do impulso nervoso, e células gliais, como os
astrocitos e os oligodendrécitos, o parénquima do SNC contém vasos
sanguineos e células da microglia, que sdo os macréfagos residentes do SNC
(Raine, Cedric S. Basic Neurochemistry: Molecular, Cellular and Medical

Aspects).

2.1 - OS ASTROCITOS

Os astracitos, células gliais que representam aproximadamente 50% do
namero total de células do SNC, tém a maior diversidade funcional do cérebro,

além de uma capacidade dinamica de alterar seu fenétipo no decorrer da vida



(Shao e McCarthy, 1994). Ao longo dos ultimos anos, tornou-se claro que os
astrocitos sdo responsaveis por uma variedade de funcdes complexas e
essenciais ao SNC. S&o células-chave na manutencdo de condicbes
fisiolégicas e patologicas deste sistema (Maragakis e Rothstein 2006;
Nedergaard et al., 2003;. Wang e Bordey, 2008).

Os astrocitos estdo permanentemente em contato e tem multiplas
interacOes bidirecionais com vasos sanguineos, o que permite a eles controlar
o fluxo sanguineo do SNC. Estudos demonstram que os astrécitos produzem e
liberam diversas moléculas mediadoras que podem aumentar ou diminuir o
didmetro dos vasos sanguineos e, consequentemente regular o fluxo
sanguineo local (Gordon G et al., 2007). Além disso, os astrécitos podem ser
mediadores locais primarios do fluxo sanguineo do SNC em resposta a
alteracdes na atividade neuronal (Koehler R et al., 2009).

Devido a essa posicao-chave ocupada pelos astrdcitos, na qual seus
processos se mantém em contato tanto com os vasos sanguineos quanto em
contato com os neurdnios, eles sdo capazes de captar a glicose do sangue,
fornecendo energia para manutencao da atividade neuronal (Peters A et al.,
1991). Além disso, o astrécito € o principal local de armazenamento de
granulos de glicogénio no SNC e essa reserva pode sustentar a atividade
neuronal durante curtos periodos de hipoglicemia e de demanda energética
tecidual aumentada (Brown AM et al., 2007).

A manutencdo da barreira hematoencefalica (BHE) também ¢é de
fundamental importancia para o funcionamento normal do SNC. Ela permite
gue pequenas moléculas lipofilicas como CO, e O, penetrem livremente, de
acordo com o seu gradiente de concentragdo, ao passo que limita o fluxo de
moléculas hidrofilicas. Nutrientes tais como a glicose e os aminoacidos entram
no cérebro por meio de transportadores, enquanto moléculas de maiores
dimensdes, atravessam a BHE por endocitose mediada por receptor (Pardridge
et al, 1985 e Zhang e Pardridge, 2001).

Outra funcéo a eles atribuida € a manutencdo da homeostase idnica e
pH. Os astrocitos tamponam as concentracdes extracelulares de potassio que
acumulam com a atividade neural, pois eles expressam canais de potassio nas

sinapses e nos processos terminais ao redor dos capilares (Wang & Bordey,



2008). Esta atividade é de extrema importancia para o equilibrio eletroquimico
dos neurénios, visto que altas concentracdes de potassio no meio extracelular
resultam em despolarizagdo neuronal, hiperexcitabilidade e convulsdes, sendo,
portanto essencial para a transmissao sinaptica normal.

Existem também evidéncias de que os astrocitos desempenham um
papel direto na transmissdo sinptica pela liberacdo regulada de moléculas
sinapticamente ativas, como ATP, adenosina, GABA, D-serina e glutamato
(Halassa M et al., 2007). Os astrocitos ainda liberam fatores de crescimento
que sao moléculas capazes de controlar a maturacdo, sobrevivéncia e
diferenciacao neuronais.

Em termos de suporte estrutural, ja foi demonstrado que os astrécitos
sao a principal fonte de proteinas de matriz extracelular (MEC) e de moléculas
de adesdo do SNC. Essa propriedade esta diretamente relacionada a
promocao ou inibicdo da criacdo de neuritos durante o desenvolvimento ou em
resposta a lesdes, dependendo do balanco entre a MEC e moléculas de

adesao.

2.2 CULTURA DE ASTROCITOS

Devido ao fato de que os astrocitos sdo responsaveis por inameras e
distintas funcdes, a cultura dessas células gliais pode ser utilizada para
diversas finalidades. Elas sdo bastante Uteis como modelo para estudos
metabdlicos relacionados ao sistema glutamatérgico, estresse oxidativo,
resposta inflamatéria e senescéncia (Pertusa et al., 2007), bem como para
elucidar seu papel em condi¢cdes fisiopatologicas. Culturas gliais também séo
adequadas para o estudo de novos tratamentos com compostos que atuam
sobre os receptores de glutamato astrocitarios (Gallo e Russell, 1995;. Cauley
et al., 1997) ou que induzam vias neuroprotetoras em astrécitos (Ramos et al.,
2004). Classicamente culturas astrocitarias sao realizadas a partir de animais
neonatos e embora ndo muito estudadas, as culturas provenientes de animais
adultos podem ser uma ferramenta util no estudo de células gliais que ja tem
suas conexdes cerebrais bem estabelecidas e organizadas, podendo contribuir
para o melhor entendimento do papel do astrécito no envelhecimento cerebral.

Cabe ressaltar que h& numerosas evidéncias de alteracdes nas funcdes
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astrocitarias, incluindo mudancas na homeostase redox e no metabolismo do
glutamato, que tém sido relacionadas ao envelhecimento e a doencas

neurodegenerativas (Sofroniew, 2010).

2.3 — MARCADORES ASTROCITARIOS

2.3.1 — PROTEINA GLIAL FRIBRILAR ACIDA (GFAP) E VIMENTINA

Os filamentos de proteinas intermediarias constituem uma familia
extremamente grande e multigénica de proteinas que estdo presentes em
células gliais de vertebrados. A GFAP é uma proteina estrutural que constitui a
subunidade proteica de filamentos intermediarios do tipo Il do citoesqueleto
glial (Rodnight et al., 1997). Essa proteina tem sua expressao
progressivamente aumentada a medida que as células gliais vdo se
diferenciando. Esta proteina, de peso molecular aparente de 50 kDa, tem sido
amplamente reconhecida como um marcador de diferenciacdo de astrécitos,
constituindo a principal proteina de filamentos intermediarios em astrocitos
maduros (Bramanti. V et al., 2010).

Apesar de a GFAP ser a proteina de citoesqueleto astrocitaria mais
caracteristica, € importante mencionar a existéncia de outra proteina de
filamento intermediario, a vimentina. Durante o desenvolvimento, os astrocitos
imaturos expressam principalmente vimentina que vai sendo progressivamente
substituida por GFAP (Bramanti. V et al., 2010). Entretanto, em astrécitos
primariamente cultivados, a transicdo vimentina — GFAP € incompleta e elas
sdo, portanto, coexpressas (Bignami & Dahl, 1989; Ciesielski-Treska et al,
1988).

2.3.2 — TRANSPORTADORES DE GLUTAMATO ASTROCITARIOS

Como dito anteriormente, os astrocitos desempenham um papel-chave
na regulacdo da transmissao sinaptica. Em particular, os astrécitos controlam
indiretamente a transmissdo de glutamato através da absorcdo eficiente e
especifica deste neurotransmissor excitatorio (Anderson e Swanson, 2000). A

captacdo de glutamato envolve uma variedade de transportadores de
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membrana especificos deste aminoacido pertencentes a familia de
transportadores sodio-dependentes. Existem trés principais subtipos destes
transportadores, um deles, neuronal, o EAACL1, e os outros dois astrocitarios,
GLAST e GLT-1, sendo o ultimo o maior responsavel pela retirada de
glutamato da fenda sinaptica no cérebro adulto, evitando assim o dano
neuronal devido a elevada atividade excitatoria do glutamato (Huang e Bergles,
2004).

2.3.3 — GLUTAMINA SINTETASE

Os astrécitos possuem também a enzima glutamina sintetase (GS)
(Norenberg & Martinez-Hernandez, 1979). Essa enzima proporciona aos
astrocitos uma importante via de comunicagdo com 0s neurdnios, que € o ciclo
glutamato-glutamina: os astrécitos, por possuirem proteinas transportadoras de
glutamato de alta afinidade (Danbolt, 2001), captam a grande maioria do
glutamato extracelular (especialmente o que foi liberado nas comunicacfes
neuronais) e o convertem a glutamina, via enzima GS. A glutamina gerada &
lancada de volta para terminais pré-sinapticos e é utilizada na sintese de novo

do neurotransmissor glutamato nos neuronios.

3 — DEFESAS ANTIOXIDANTES

No cérebro in vivo, constantemente estdo sendo gerados radicais livres.
Devido a alta taxa metabdlica cerebral e aos elevados niveis de acidos graxos
poli-insaturados, o cérebro é altamente vulneravel ao estresse oxidativo
(Halliwell 1992). Para controlar o aumento da geracao de espécies reativas de
oxigénio (ERO), 0 nosso organismo possui um sistema de defesa antioxidante
e uma diminuicdo nessa capacidade antioxidante poderd comprometer
severamente a funcao celular.

Este sistema antioxidante pode ser subdividido em ndo enziméticos,
como a glutationa (GSH), e em enzimatico, que inclui a catalase, a superéxido
dismutase e a heme-oxigenase, que sao capazes de detoxificar as EROs em
espécies menos danosas as células. Neste estudo daremos foco ao sistema

antioxidante ndo enzimatico.
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3.1- GSH

GSH é um tripeptideo formado por glicina, glutamato e cisteina e sabe-
se que os astrocitos possuem um elevado conteudo deste composto que é
considerado uma das principais defesas antioxidantes cerebrais (Dringen,
2000). A GSH é uma defesa ndo enzimatica que exerce seu efeito antioxidante
reagindo diretamente com ERO’s, ou sofrendo oxidacédo pela acdo da enzima

glutationa peroxidase (Pope et al., 2008).

4 - OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivo principal estabelecer um protocolo de
cultura hipocampal de astrocitos a partir de ratos Wistar em diferentes idades —
1, 90 e 180 dias - e caracteriza-las morfofuncionalmente, a fim de comparar o
perfil desses astrocitos ao longo do tempo.

A caracterizacao foi realizada através da determina¢édo imunocitoquimica
dos seguintes marcadores gliais: GFAP, GLAST, GLT-1 e vimentina, na
confluéncia celular. Também foi determinada a presenga de actina em dois
momentos de cultivo celular: 7 DIV (DIV — dias in vitro) e confluéncia. A
atividade da GS e os niveis intracelulares de GSH foram avaliados, a fim de

verificar a funcionalidade dessas células.
5 — MATERIAIS E METODOS

5.1 — OBTENCAO DAS CULTURAS PRIMARIAS DE ASTROCITOS

Para obtencdo das culturas foram utilizados ratos wistar machos com 1,
90 e 180 dias de idade. Em ambiente asséptico, foram dissecadas as
estruturas hipocampais desses animais. Durante o processo de dissecacao as
estruturas foram mantidas em solugdo de HBSS (Hank’s Balanced Salt
Solution) contendo 0,05% de tripsina e 0,003% de DNase.

Apés esse processo, essa solucdo foi aquecida a 37°C durante 8

minutos. Posteriormente foi realizada uma dissociacdo mecanica no tecido com
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o auxilio de pipetas Pasteur por mais 7 minutos e adicionado 20% de soro fetal
bovino (SFB) para inativagdo enzimatica. Entdo a suspensdao foi centrifugada a
1.000 rpm durante 5 minutos. O pellet obtido dessa centrifugagédo foi
ressuspenso em solugdo de HBSS contendo apenas DNase 0,003%. Foi
aguardado um periodo de 20 minutos para que houvesse a decantacdo de
restos celulares. Ao fim desse periodo o sobrenadante foi coletado e
centrifugado por 7 minutos. As células foram novamente ressuspensas, dessa
vez em DMEM/F12 contendo 10% SFB, 15 mM de HEPES, 14,3 mM de
bicarbonato de sédio, 1% de fungizona e 0,04% d gentamicina. As células
foram semeadas em uma quantidade de 3-5x10° células/cm? em placas de 6
ou 24 pocos pré-tratadas com poli-L-lisina e cultivadas em incubadora a 37°C

em uma atmosfera com 95% de ar/ 5% CO,.
5.2 — MANUTENCAO DA CULTURA

A primeira troca de meio foi realizada ap6s 24 horas da obtencédo da
cultura. Durante a primeira semana foram realizadas trocas de meio a cada
dois dias e a partir da segunda semana as trocas foram realizadas a cada
quatro dias. Durante essas primeiras duas semanas foi utilizado DMEM/F12
10% SFB. A partir da terceira semana as células passaram a receber meio
suplementado com 20% SFB, até atingirem a confluéncia que se da em torno
da quarta e quinta semanas, podendo assim ser utilizadas para os

experimentos.
5.3 — IMUNOCITOQUIMICA

A imunocitoquimica foi realizada conforme o protocolo previamente
descrito por Brozzi et al, 2009. Primeiramente as células cultivadas (7 DIV e
confluéncia) foram fixadas com paraformaldeido 4% durante 20 minutos e
permeabilizadas com PBS Triton X-100 0,1%. Apés, foi realizado um bloqueio
com albumina 4% por 24 horas em camara Umida. Entdo, por mais 24 horas,
sob temperatura de 4°C as células foram incubadas com diferentes anticorpos:
anti- GFAP (1:400), anti-GLAST (1:400), anti-GLT-1 (1:400), anti-f tubulina IlI
(2:500), anti-CD11 (1:400), anti-glutamina sintetase (1:10.000), anti-vimentina
(1:400). Apds sucessivas lavagens utilizando PBS foram incubados, durante 2

horas a temperatura ambiente, 0s respectivos anticorpos secundarios
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conjugados com Alexa Fluor® 488 ou 594, para obtencdo de fluorescéncia
verde e vermelha, respectivamente. Para coloracao do citoesqueleto de actina
as células foram incubadas com faloidina 1 mg/mL durante 30 minutos. Os
nacleos celulares foram corados com 0,2 ug/ml de 4 ', 6'-diamidino-2-fenilindolo
(DAPI). As células foram observadas utilizando-se microscopio invertido Nikon
e as imagens transferidas para computador com uma camera digital (Sound
Vision Inc., EUA).

5.4 — ATIVIDADE DA GLUTAMINA SINTETASE

Para realizacdo desta técnica foi utilizado um protocolo previamente
descrito por dos Santos et al. 2006. Foi realizado um homogeneizado com
células confluidas e adicionada uma solucdo de reacdo composta por 10 mM
de MgCl,, 50 mM de L-glutamato, de tampéo de imidazol-HCI (pH 7,4), 10 mM
de 2-mercaptoetanol, 50 mM de hidroxilamina HCI, e 10 mM de ATP . Apos,
incubou-se a amostra com a solugéo durante 15 min a 37°C. Para interromper
a reacao foi adicionada uma solucédo contendo 370 mM de cloreto férrico, 670
mM de HCI e 200 mM de &cido tricloroacético. Apds foi realizada uma
centrifugacdo e a absorbancia do sobrenadante foi medida a 530 nm e
comparada com a absorbancia obtida de um padréo de y-glutamilhidroxamato

tratado com o reagente cloreto férrico.
5.5 — CONTEUDO DE GLUTATIONA

Esta técnica foi realizada conforme protocolo anteriormente descrito na
literatura. (Browne e Armstrong, 1998). Resumidamente, foi feito um
homogeneizado de células que foi diluido em um tampao fosfato de sddio 100
mM, pH 8,0, contendo 5 mM de EDTA, e as proteinas foram precipitadas com
1,7% de acido metafosférico. O sobrenadante é tratado com o-ftaldialdeido (1
mg/ml em metanol) durante 15 minutos. A fluorescéncia foi medida utilizando
comprimentos de onda de excitagdo e emissdo de 350 e 420 nm,
respectivamente. Uma curva de calibracdo foi realizada com solu¢cbes padrao
de GSH (0-500 mM). As concentracdes de GSH foram calculadas em nmol/mg

de proteina.

5.6 — DOSAGEM DE PROTEINAS
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A quantidade de proteinas foi medida pelo método de Lowry utilizando

albumina do soro bovino como padréo (Lowry et al. 1951).
5.7 — ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram avaliados por ANOVA de uma via, seguido de teste
de Tukey. P < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

6 — RESULTADOS

Classicamente, os resultados de estudos realizados com culturas
celulares sédo provenientes de culturas de animais neonatos, € em nOSSO
estudo observamos a morfologia poligonal astrocitaria caracteristica destas
células e a presenca dos principais marcadores gliais nesses astrocitos
hipocampais (Fig. 1A, B, C, D, E, F). Neste sentido, adotamos a cultura de
astrocitos de ratos Wistar neonatos como controle para o protocolo de cultura

de astrécitos de animais de 90 e 180 dias.

A integridade do citoesqueleto astrocitario € de fundamental importancia
para a funcionalidade celular uma vez que ele esta envolvido na organizacéao e
reorganizacdo da membrana plasmatica e é essencial para os mecanismos de
reconhecimento celular (Carraway, 2000). O citoesqueleto de actina é formado
por fibras, conhecidas como fibras de estresse, que apresentam alinhamento
paralelo, dispostas na mesma direcédo e sentido. Apés marcacdo com faloidina,
foi observado o citoesqueleto de actina de astrdcitos cultivados a partir de
animais de 90 e 180 dias em diferentes fases de divisao (7 DIV e confluéncia) e
a sua integridade pode ser confirmada pela organizacao das fibras de estresse
(Fig. 2A, B, E,F). Outros marcadores astrocitarios também foram identificados
em culturas hipocampais de animais adultos. A proteina de citoesqueleto GFAP
foi observada através de marcacao imunocitoquimica em animais de 90 e 180
dias (Fig. 2C, D, G, H), atestando o fendtipo astrocitico dessas células tanto

com 7 dias de divisdo como na confluéncia.

Uma importante fungcdo desempenhada pelos astrocitos € a manutencgéo
de baixos niveis de glutamato na fenda sinaptica, para tal atividade eles
expressam transportadores de glutamato, GLT-1 e GLAST, que captam o

glutamato da fenda e também expressam a enzima GS que converte esse
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glutamato a glutamina. Em nosso estudo observamos, em animais adultos e
envelhecidos, a extensa imunomarcacdo desses dois transportadores de
glutamato astrocitarios (Fig. 3C, D e Fig. 4C, D) bem como a presenca dessa
caracteristica enzima astrocitaria (Fig. 3B e Fig. 4B). Aléem da GFAP, outra
importante proteina de citoesqueleto astrocitario, a vimentina, foi identificada

nas culturas de animais adultos e envelhecidos (Fig. 3E, 4E).

Para determinar se as culturas apresentavam outros tipos celulares do
SNC foram utilizados trés anticorpos especificos: anti-CD11b/c (um anticorpo
que reconhece a microglia), anti-B tubulina Ill (um anticorpo que reconhece
microtubulos expresso exclusivamente em neurbnios) e anti-NeuN (um
anticorpo que reconhece proteinas distribuidas em ndcleos neuronais).
Observamos uma marcacao para microglia de aproximadamente 5% e nao foi

observada marcacéo para B tubulina Ill ou NeuN (dados ndo mostrados).

Dois dos principais destinos do glutamato, apds ser captado pelos
astrocitos, foram avaliados, a atividade da GS e o conteudo de GSH. A
atividade da GS apresenta-se reduzida em animais de 90 dias (2 + 0,2 umol/mg
prot/min, P < 0,05) quando comparados a neonatos (2,6 = 0,2 pmol/mg
prot/min) e a reducdo foi ainda maior em animais de 180 dias (1,5 £ 0,1
pmol/mg prot/min, P < 0,05) (Fig. 5A). Em relacdo ao contetdo de GSH, o perfil
apresentou-se bastante semelhante ao de atividade de GS, portanto com
valores de neonatos (30 £ 2 nmol/mg/prot,) superiores ao de animais adultos
(22 = 2,4 nmol/mg/prot, P < 0,05) e estes superiores ao de animais
envelhecidos (17 + 1,5 nmol/mg/prot, P < 0,05) (Fig. 5B).

7 — DISCUSSAO

A compreensdao do funcionamento da estrutura hipocampal é de extrema
importancia para o entendimento de processos de aprendizado e memoria, e
alteracbes nesses processos estdo frequentemente associados ao
envelhecimento cerebral. Considerando a relevancia dessa estrutura cerebral e
também a fundamental importancia dos astrocitos para manutencdo das
condi¢cbes fisiolégicas do SNC, nesse estudo nos estabelecemos e
caracterizamos um modelo de cultura de astrécitos hipocampais de ratos
Wistar adultos (90 e 180 dias).
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Este protocolo de cultura celular monotipica do SNC pode contribuir
significativamente para a compreensao das func¢des de cada tipo celular, sob a
exposicao ou nao a condi¢cdes adversas, pois elas representam uma maneira
de estudar propriedades bioquimicas, celulares e moleculares especificas.
Classicamente, culturas celulares astrociticas sdo obtidas a partir de animais
neonatos 0s quais possuem ceélulas com grande plasticidade e labilidade a
estimulos. Os astrocitos cultivados a partir de cérebro adulto podem
representar uma importante ferramenta para a compreensao de funcdes gliais
porque seu tecido apresenta conexdes ja estabelecidas e, portanto mais
organizadas do que o tecido neonato, representando mais fidedignamente a
condicdo do cérebro adulto in vivo possibilitando a sua utilizacdo para

mimetizar diferentes modelos de patologias.

O citoesqueleto astrocitario, € uma estrutura altamente dinamica que se
reorganiza continuamente sempre que a célula altera a forma, se divide ou
responde ao seu ambiente. As mudancas citoesqueléticas sdo a chave para a
transmissao de sinais que levam a uma resposta celular apropriada (Alberts et
al,2002). As interacBes entre as proteinas de membrana e as proteinas do
citoesqueleto tém papéis centrais nas respostas celulares. Observamos que
nossas culturas hipocampais de animais adultos e envelhecidos apresentam
citoesqueleto de actina com as suas fibras de estresse posicionadas na mesma

direcédo e sentido indicando integridade celular.

Com o intuito de caracterizar a cultura obtida a partir desse protocolo,
alguns marcadores gliais foram testados. Em astrécitos cultivados existem dois
principais filamentos intermediarios de citoesqueleto, a GFAP e a vimentina,
que tém suas expressdes finamente reguladas durante o desenvolvimento e
sdo associadas a diferenciacdo astrocitaria (Desclaux et al, 2009). Em
concordancia com estudos anteriores, nossos resultados demonstraram a
coexpressao de GFAP e vimentina em cultura de astrocitos (Menet et al, 2001,
Pertusa et al, 2007). O papel fisiologico exato de GFAP e de vimentina em
astrocitos ainda ndo esta completamente entendido, mas o que se sabe é que
essas proteinas parecem estar envolvidas na manutencdo da forma,
estabilidade mecanica, citoarquitetura do SNC e funcéo sinaptica (Menet et al,

2001). Os astrocitos também séo ativados em situacdes de dano no SNC. Uma
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das caracteristicas observadas durante a ativacdo glial é a expressao
aumentada de GFAP em um processo chamado astrogliose reativa que ocorre
em situagBes como trauma, insultos quimicos e doengas neurodegenerativas
(Eng et al., 2000).

Outros marcadores astrocitarios também foram investigados, sendo
confirmada a presenca dos transportadores de glutamato astrocitarios, GLAST
e GLT-1 e a expressao da enzima GS, que é expressa apenas por astrécitos
no cérebro, sendo ela essencial para a manutencéo dos niveis de glutamato no
SNC.

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatério no sistema
nervoso central de mamiferos. Esse aminoacido é também uma potente
neurotoxina, e a excitotoxicidade glutamatérgica tem sido implicada na
patogénese de esclerose lateral amiotréfica, epilepsia e outras doencas
neuroldgicas. A captacdo de glutamato do espaco extracelular é realizada
primariamente por transporte mediado por transportadores de glutamato, sendo
que os principais, GLAST e GLT-1, sdo expressos por astrécitos (Anderson &
Swanson, 2000; Danbolt, 2001). Nossos resultados demonstram, através de
marcacdo imunocitoquimica, a presenca destes dois transportadores
astrocitarios nas trés idades cultivadas demonstrando mais uma semelhanca
com o cérebro animal adulto in vivo sendo mais uma evidéncia de que a
utilizacdo desse tipo de cultura é uma boa ferramenta para estudos de

desenvolvimento e envelhecimento cerebrais.

Como foi anteriormente descrito, a GS tem um papel crucial para
manutencdo dos niveis de glutamato cerebral. Sendo a glutamina uma
importante fonte de glutamato, ela também ajuda a manter os niveis de GSH,
que é uma das principais defesas antioxidantes cerebrais (Banerjee et al.,
2008). Nosso grupo foi pioneiro no estudo desses parametros, os resultados de
Souza et al demonstraram que em culturas corticais de animais de 90 dias ha
tanto uma diminuicdo de atividade de GS quanto uma diminui¢do no conteudo
de glutationa quando comparadas a culturas de animais neonatos (Souza et al.,
2013). Corroborando com estes resultados encontrados em cértex, este
estudo, que utilizou a regido hipocampal para obtengcdo das culturas, mostrou

que paralelamente ao envelhecimento cerebral ha uma diminui¢cdo na atividade
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da enzima GS e também do contetdo de GSH. Portanto as culturas obtidas a
partir de animais neonatos apresentaram uma maior atividade de GS e
contetdo de GSH quando comparadas com as culturas de animais de 90 e
estas por sua vez, niveis mais elevados destes parametros quando
comparadas as culturas de animais de 180 dias. Com a deplecéo dos niveis de
GSH e consequente aumento no estresse oxidativo pode ocorrer
neurotoxicidade, pois tanto os transportadores de glutamato, quanto a atividade
de GS séo sensiveis ao estresse oxidativo. Além disso, recentemente, Lee e
colaboradores demonstraram que a diminuicdo do conteido de GSH leva ao
aumento da resposta inflamatoria celular, com aumento dos niveis de TNF-a e
IL-1B, classicas citocinas pro-inflamatérias (Lee et al., 2010). Alteracdes nestes
aspectos (metabolismo glutamatérgico, resposta antioxidante e resposta
inflamatoria) tém sido descritos na literatura como bases de diversas doencas

neurodegenerativas.

A fim de atestar a pureza das culturas obtidas realizamos a marcagao
imucitoquimica para proteinas caracteristicas de neurénios (B-tubulina 1l e
NeuN) e de microglia (CD11), ndo havendo marcacao significativa para ambas.
Assim como a proteina NeuN, a B-tubulina Il € marcadora de neurdnios
diferenciados, ou seja, sua imunorreatividade € observada em neurdnios pés
mitéticos. Porém em contraste com a B-tubulina 1ll que est4 presente nos

processos neuronais, NeuN é encontrada apenas no corpo celular dos
neurénios (Weyer & Shiling, 2003).

Portanto, com este trabalho conseguimos estabelecer um protocolo de
cultura de astrdocitos hipocampais de ratos Wistar de 90 e 180 dias, adequado
para o estudo de patologias que tenham suas bases relacionadas a regido
hipocampal e ao envelhecimento cerebral, permitindo, futuramente, a
realizacdo de experimentos que testem tanto alvos preventivos como
terapéuticos em situacbes neurodegenerativas in vivo e in vitro. Assim, 0
modelo de cultura descrito neste trabalho exibe propriedades bioquimicas e
fisiolégicas de astrdcitos e pode ser Gtil para a compreensdo dos mecanismos

relacionados ao cérebro adulto e envelhecido.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Fig.1 Imunocitoquimica de astrocitos hipocampais de ratos Wistar neonatos.
Os astrocitos hipocampais de animais neonatos apresentam morfologia
poligonal e plana observadas por meio de microscopia de contraste de fase
(A). Astrécitos apresentam imunomarcacao para GFAP (B), vimentina (C), GS
(D), GLT-1 (E) e GLAST (F). Barra de escala de 50 pm.

Fig.2 Imunocitoquimica de astrocitos hipocampais cultivados a partir de
animais adultos e envelhecidos. Imunomarcacéo do citoesqueleto de actina (A,
B) e de GFAP (C, D) em astrocitos hipocampais de animais adultos e
envelhecidos com 7 DIV. Imunomarcacao do citoesqueleto de actina (E, F) e de
GFAP (G, H) em astrécitos hipocampais de animais adultos e envelhecidos na

confluéncia. Barra de escala de 50 pum.

Fig.3 Imunocitoquimica de astrocitos hipocampais de ratos Wistar de 90 dias.
Os astrdcitos hipocampais de animais adultos apresentam morfologia poligonal
caracteristica astrocitaria e também a expressdo de marcadores gliais
classicos. Microscopia de contraste de fase (A). Intensa imunomarcacao para
GS (B), GLT-1 (C), GLAST (D) e vimentina (E). Barra de escala de 50 um.

Fig.4 Imunocitoquimica de astrécitos hipocampais de ratos Wistar de 180 dias.
Os astrocitos hipocampais de animais envelhecidos apresentam morfologia
poligonal caracteristica astrocitaria e também a expressao de marcadores gliais
classicos. Microscopia de contraste de fase (A). Intensa imunomarcacao para
GS (B), GLT-1 (C), GLAST (D) e vimentina (E). Barra de escala de 50 um.

Fig.5 Destinos do glutamato em cultura de astrécitos hipocampais. Dois dos
principais destinos do glutamato, apds ser captado pelos astrdcitos, foram
avaliados. Atividade da GS (A) e contetdo de GSH (B). Os dados representam
média £ D.P. de 4 - 6 determinacfes experimentais realizadas em triplicata. * P

<0,05 indica diferenca significativa em relagéo aos valores do controle.
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