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"A paciéncia serve de protec¢ao contra injusticas como
as roupas contra o frio. Se vocé veste mais roupas com
o aumento do frio, este ndo tera nenhum poder para
feri-lo. De forma idéntica vocé deve crescer em
paciéncia quando se encontra em grandes dificuldades
e elas serao impotentes para atormentar a sua mente."
( Leonardo da Vinci )
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Resumo

Foi demonstrado que a regulagéo positiva do MHC | por tratamento exégeno
com interferon beta (IFN beta) influencia no processo de eliminacédo das
sinapses. Também, o aminoacido taurina mostrou ter influencia positiva na
sobrevivéncia e plasticidade neuronal. No entanto, o estabelecimento de um
modelo in vitro para estudo do processo de formacgao/eliminagcédo sinaptica e
sua relagdo com a expressdo de MHC | ainda n&o foi proposto. Portanto, o
presente estudo tem como obijetivo investigar os efeitos do tratamento com IFN
e taurina, sozinhos ou diluidos em meio glial (derivado do glioma NG97), na
expressao de MHC classe | e na formagdo de sinapses em células PC12.
Células PC12 foram tratadas com NGF para indugéo do fenétipo semelhante a
neurdnio e as culturas estabelecidas foram submetidas ao tratamento com IFN
beta (500 e 1000 IU) e taurina (0.025 and 0.050mg/mL) por 15 dias em meio
normal e por 10 dias em meio condicionado. Finalizado o periodo de cultivo, as
células foram fixadas e processadas para imunocitoquimica com anticorpos
anti-MHC | (OX18) e anti-sinaptofisina. A imunomarcacgao foi mensurada com o
software Image J. Nesse contexto, quatro campos representativos foram
usados, a partir de cada pogo de cultivo. Os resultados mostraram que o
IFNbeta (500Ul) e a taurina (0.025 mg) modulam a expressdo de MHC em
células PC12, especialmente apds 10 dias de tratamento. IFN e taurina
apresentaram efeitos opostos, sendo que o IFN induz o aumento do MHC |,
enquanto a taurina causa sua diminuicado. Em ambos os casos, o aumento das
doses causa degeneracao da cultura. Interessantemente, a regulagao
diferencial do MHC | ocorreu paralelamente a um aumento ou diminuicdo da
plasticidade sinaptica, respectivamente. O uso do meio condicionado de NG97,
juntamente com IFNbeta ou taurina, leva a uma diminuigdo da estabilidade
sinaptica. De uma maneira geral, os presentes dados indicam que as células
PC12 podem ser usadas como modelo in vitro para estudos de modulagao de
MHC | e plasticidade sinaptica. Também, reforcam o papel do IFNbeta na
eliminacao sinaptica e indicam que a taurina é capaz de aumentar a formacgéao

da rede sinaptica.
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Abstract

It has been demonstrated that MHC | up regulation by exogenous treatment
with interferon beta (IFN beta) influences the glial reaction and the synaptic
elimination process. Also, the amino acid taurine has been shown to positively
influence neuronal survival and plasticity. Nevertheless, the establishment of an
in vitro model for studying the synaptic formation/elimination process and its
relationship with MHC | expression has not yet been proposed. Therefore, the
present study aimed to investigate the effects of the IFN beta and taurine
treatments, alone or diluted in glial medium (derived from the NG97 gliome), on
the expression of MHC | and synaptic formation in PC12 cells. Established
cultures were subjected to the IFN beta (500 and 1000 IU) and taurine
treatments (0.025 and 0.050mg/ml) for 5 and 10 days. Finally the cells were
fixed and processed for immuno-cytochemistry with antisera against MHC |
(OX18) and synaptophysin. The results were compared with control cultures
only treated with basal or conditioned medium. The results showed that IFNbeta
(500 I1U) and taurine (0.025 mg) modulated the MHC | expression in PC12 cells,
especially after 10 days of treatment. IFN and taurine displayed opposite
effects, such that IFN induced MHC | up regulation, while taurine induced down
regulation. In both cases, the highest doses caused culture degeneration.
Interestingly, the differential regulation of MHC | was paralleled by
enhancement or a decrease in synaptic plasticity, respectively. The use of the
NG97 conditioned medium together with IFNbeta or taurine led to a decrease in
synaptic stability. Altogether, the present data indicate that PC12 cells may be
used as an in vitro model for studying MHC | modulation and synaptic plasticity.
It also reinforced the role of IFNbeta on synaptic elimination and indicated that

taurine was able to increase the synaptic network formation.



1. Introducgao

1.1. Comunicagao neurénio-glia

O Sistema Nervoso, anatomicamente, é dividido em uma porcao central
(Sistema Nervoso Central — SNC), que se subdivide em duas partes: segmentar,
representado pela medula espinal, e supra-segmentar, onde se encontra o
encéfalo e uma porgcdo periférica (Sistema Nervoso Periférico — SNP,
representado por ganglios e nervos). O Sistema Nervoso desempenha diversas
fungdes que envolvem o processamento de informagbes sensoriais, 0 controle
motor, a mediacdo de respostas autondmicas, a elaboragdo de respostas
emocionais, a aprendizagem e a memoria. A composicdo do tecido nervoso é
dada por diferentes tipos de células, como os neurénios, a macroglia (astrocitos e
oligodendrécitos), a microglia, os macrofagos perivasculares, que séo as primeiras
células a apresentarem uma resposta imune no SNC, as células endoteliais, as
células ependimarias, que forram os ventriculos cerebrais e as células que formam
os envoltérios do Sistema Nervoso, as meninges (Machado, 1998; Kandel et al.,
2000).

Os neurénios sdo células especializadas na condugéo do impulso nervoso e
constituem a unidade fundamental do SNC. A célula, como um todo, apresenta
contatos com terminais ou botdes sinapticos de outros neurdnios, formando as
sinapses (Kandel et al.,2000).

As células (gliais participam ativamente do desenvolvimento e

funcionamento do SNC (He & Sun, 2007). Os astrécitos séo o tipo mais abundante



de célula glial e caracterizam-se por possuir inumeros prolongamentos
citoplasmaticos, podendo ter um nucleo esférico ou ovoide. Reconhecem-se dois
tipos de astrocitos: os fibrosos, que sdo encontrados na substancia branca; e os
protoplasmaticos, localizados somente na substancia cinzenta. Os
prolongamentos dos astrocitarios protoplasmaticos relacionam-se intimamente
com os corpos dos neurbnios e, de maneira especial, envolvem as sinapses
(Aldskogius et al., 1999; Kandel et al., 2000). Os astrécitos estado relacionados
com o metabolismo do sistema nervoso, contribuindo ativamente para retirar as
substancias potencialmente tdoxicas do microambiente neuronal e homeostasia
(Tardy, 1991).

As células gliais foram consideradas por um grande periodo de tempo como
agentes passivos do SN. Porém, na atualidade considera-se que neurdnios e
células gliais tém uma intima relacao de plasticidade morfolégica e funcional, que
demonstra uma influéncia mutua entre estes dois tipos celulares (Haydon, 2000).
Os prolongamentos dos astrocitos relacionam-se intimamente com os corpos dos
neurénios sendo estes particularmente abundantes ao redor das terminacdes
nervosas (Wolff, 1970, Spacek, 1985), onde formam processos peri-sinapticos
(Derouiche & Frotsher, 2001). Os processos astrocitarios tém a capacidade de
alterarem rapidamente seu volume, regulando desta forma, o ambiente ao redor
das sinapses (Hanson, 1994; Hanson & Rénnback, 1995), bem como limitando a
difusdo de ions e neurotransmissores (Vandenbranden et al., 1996; Vernadakis,
1996; Rusakov & kullmann, 1998; Chvatal & Sykova, 2000; Verkhrastsky &
Steinhduser, 2000). Conclui-se, portanto, que existem evidéncias que as projecdes
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astrocitarias sejam de grande importdncia na modulagcdo da excitabilidade
neuronal e, consequentemente, na transmissdo sinaptica (Kang et al., 1998;
Groshe et al., 1999; Araque & Perea, 2004).

Foram descritos varios efeitos relacionados a modulacdo da fisiologia
sinaptica por meio da capacidade do astrocito em regular o meio ibnico
extracelular e metabolizar neurotransmissores. Estas células respondem a
neurotransmissores liberados em terminais sinapticos ativos sob o controle
dindmico da atividade neuronal. Em resposta a esta atividade neuronal, os
astrocitos podem, por meio de oscilagdes nos niveis citosoélicos de calcio, enviar
retroativamente ao neurbnio estimulos para liberagdo de varios
neurotransmissores, como por exemplo, o neurotransmissor excitatorio glutamato.
O glutamato despolariza o astrécito, o que induz um aumento nos niveis de calcio
intracelular que, por sua vez, induz a liberagdo de neurotransmissores pelos
neurdnios (Laming et al., 2000). Além desse efeito neuromodulatério e do
provimento de substratos glutamatérgicos para os neurdnios, as fungdes gliais
decorrentes da integracdo com o neurdnio incluem a regulacdo neuronal dos
niveis extracelulares de potassio. Esta regulacdo esta associada a atividade
sensorial, ao aprendizado e aos estados motivacionais (Sykova et al., 1990). A glia
também é responsavel por modular diretamente a neurotransmisséo
serotoninérgica e noradrenérgica, via receptores poés-sinapticos gliais (Griffith &
Sutin, 1996; Rajkowska, 2000). Nos astrocitos de ratos, a glicogenodlise e o

metabolismo oxidativo s&o ativados pela noradrenalina (Aoke & Pickel, 1992),



enquanto que a despolarizagdo astrocitica é induzida pela serotonina (Walz &
Schlue, 1982).

Acredita-se que precursores neuronais possam proliferar somente em um
microambiente restrito ou em presenca de determinados tipos celulares, como os
astrécitos. Os astrocitos produzem diversos tipos de sinais celulares permissivos,
tanto soluveis como associados a membrana, os quais propiciam um
microambiente neurogénico para os precursores neuronais (Lim & Alvarez-Buylla,
1999; Song et al., 2002; Lie et al., 2005).

Os astrécitos podem se comunicar entre si ou com neurdnios adjacentes
pelo contato célula-célula mediado por moléculas que constituem sua matriz
extracelular (MEC) como a laminina, a fibronectina e os proteoglicanos. Lim &
Alvarez-Buylla (1999) demonstraram, in vitro, que o intimo contato com astrocitos
propicia um suporte a proliferacdo de precursores neuronais, assim como a sua
diferenciacdo em neuroblastos, inclusive no SN adulto.

Além da comunicacao célula-célula, ocorre também uma comunicacgao via
difusédo de moléculas no espago extracelular. Varios fatores neurotroficos
expressos e secretados por essas células tém sido identificados (Barkho et al.,
2006). Dentre os fatores neurotréficos, os astrécitos sdo conhecidos por secretar
fatores de crescimento, citocinas e mitbgenos como o fator neurotréfico derivado
da glia (GDNF), fator de crescimento de fibroblastos (FGF), fator de crescimento
epidermal (EGF), fator de crescimento transformante B (TGF-B), fator de
crescimento neural (NGF), o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), as
interleucinas (IL) 18 e 6, proteina 6 de ligacdo ao fator de crescimento do tipo
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insulina (IGF-BPG), decorina, o fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) e neurotrofina 3 (NT-3) (Taylor et al., 2007; Barkho et al., 2006, Gomes et
al. 2001). Além disso, trabalhos apontam que os astrécitos sdo importantes
reguladores da neurogénese (Ma et al., 2005; Airaksinem & Saarma, 2002) por
secretarem FGF, EGF, TNF e IL-3 (Gomes et al., 2001). Pesquisas demonstraram
que fatores secretados por astrécitos cerebelares modulam a proliferagédo e
diferenciacdo de neurdnios nessa por¢cao do SNC (Gomes et al., 1999a; Martinez
& Gomes, 2002).

Dessa forma, varios estudos tém demonstrado o papel dos fatores soluveis
liberados pelos astrocitos na neurogénese, porém pouco se sabe sobre o impacto
destes fatores na plasticidade sinaptica, uma vez que o destacamento seletivo das
sinapses se da principalmente através do envolvimento do corpo neuronal pelos
prolongamentos citoplasmaticos astrocitarios. Um estudo sobre plasticidade na
dominancia ocular sugere que os astrécitos sdo capazes de liberar moléculas
neuroativas e assim ter um potencial de n&o ser somente “apoio”, mas também ser
sinalizadoras no SN (Fellin, 2009). O meio condicionado astroglial influencia o
desenvolvimento e a maturagéo de culturas de células nervosas e podem modular
eventos bioquimicos, funcionais e morfoldgicos ligados a interagdo neurdnio-glia
(Sensenbrenner et al.,, 1980; Aloisi et al., 1987). Estes fatores podem ser
interpretados de duas formas, de acordo com o mecanismo de agio: um fator
autécrino com auto-producdo e estimulagédo, e um fator paracrino com a
estimulagdo de células adjacentes, através do espaco extracelular. No SNC,
estes fatores tréficos produzidos pelas células gliais sdo responsaveis por regular
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o crescimento e diferenciagdo e também dar o suporte funcional ao sistema

nervoso (Ito et al.,1989).

1.2. MHC classe | e Plasticidade Sinaptica

Cada sinapse funciona independentemente e apresenta um padrdo de
atividade dindmico, onde suas propriedades podem modificar ao longo do tempo,
em resposta a estimulos do ambiente e mediante experiéncia. A essas
adaptacbes damos o nome de plasticidade sinaptica. Varios tipos de plasticidade
sinaptica ocorrem no Sistema Nervoso, dentre eles o potencial de longa duragéo
(LTP) e a depresséo de longa duracéo (LTD), que sdo fendmenos caracterizados
por aumento ou redugéo na eficacia da comunicagéo sinaptica, respectivamente e
sdo os principais correlatos moleculares dos processos de aprendizagem e
memoria (Bliss, 1993). A eliminag&o ou retragao sinaptica apds uma leséo nervosa
também podem ser consideradas como uma forma de resposta plastica do SNC.
Dessa forma pode-se observar, apds axotomia periférica, o destacamento de
terminais pré-sinapticos em relacdo ao corpo neuronal e dendritos dos neurdnios
comprometidos (Oliveira et al., 2004). Adicionalmente, fazem parte do termo
plasticidade nervosa, as modificacdes ocorridas na glia. Denomina-se astrogliose
o conjunto de alteracdbes morfofuncionais apresentado pelos astrocitos e
microgliose, o conjunto de alteragcbes apresentado pela micréglia. Ambos incluem
hipertrofia e hiperplasia celular e aumento de producao de diversos fatores que

contribuem para o processo inflamatério e regenerativo (Aldskogius et al. 1999).



O processo de plasticidade neuronal esta estreitamente relacionado as
alteragdes morfofuncionais que ocorrem nas células gliais. Os astrocitos
constituem a maior parte da glia e, por meio de suas amplas funcdes e da relativa
motilidade de suas projegcdes citoplasmaticas, representam elementos
fundamentais na plasticidade sinaptica apés uma lesdo nervosa (Aldskogius &
Svensson, 1999). Essas proje¢bes respondem com rapidas alteragdes estruturais
(Derouiche & Frotsher, 2001), interpondo-se entre a membrana do neurénio motor
comprometido por uma lesdo e seus terminais sinapticos retraidos (Aldskogius &
Svensson, 1999 e Brannstrom & Kellerth, 1998).

A plasticidade sinaptica esta presente na homeostase, no desenvolvimento
e em resposta a lesdo do SN. Contudo, os mecanismos que orientam a
intensidade e especificidade deste fenbmeno sio virtualmente desconhecidos.
Acredita-se que a estabilizacdo e a manutencgéo dos circuitos neuronais do SNC
seja um complexo conjunto de processos (Huh et al.,, 2000; Boulanger et al.,
2001). Dentre eles, a manutencao dessas conexdes depende da correta atividade
neural, que contribui para estabilizar ou eliminar sinapses. Este refinamento foi
observado no sistema visual de gatos, no nucleo geniculado lateral, durante o
inicio do desenvolvimento e em fases mais tardias. Diante disso, no SNC,
podemos dizer que existe a ocorréncia do remodelamento estrutural e de
plasticidade sinaptica (Huh et al., 2000), regidos por mecanismos ainda pouco
conhecidos. Huh et al. (2000) mostraram a importancia da expressdo de
moléculas do complexo de histocompatibilidade principal de classe | (MHC classe
[) durante o processo de refinamento sinaptico do Sistema Visual. Dessa forma,
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animais que nao expressam tal molécula, apresentam falhas no processo de
refinamento durante o desenvolvimento do sistema visual, resultando na
ocorréncia de sinapses extra-numerarias.

Oliveira et al. (2004) propuseram o papel do MHC | na manutencao seletiva
de conexdes sinapticas ap6s uma lesdo nervosa periférica no adulto. A diferenga
do nivel de expressdo de MHC classe | entre distintas linhagens de camundongos
parece influenciar a intensidade de astrogliose subseqiente a lesdo. Nesse
contexto, animais que apresentam maior expressido de MHC classe | mostram
proporcionalmente uma astrogliose mais intensa (Emirandetti et al., 2006) e maior
plasticidade sinaptica.

Camundongos C57BL6/J tratados com interferon-1 beta, uma citocina
capaz de induzir o aumento da expressdao de MHC classe |, mostram, apés
axotomia, uma maior intensidade da ativacédo astrocitaria juntamente com uma
diminuicdo das conexdes sindpticas em relagdo aos motoneurdnios medulares
(Zanon & Oliveira, 2006). Esta perda sinaptica aumentada logo apés a leséo
resultou em melhor regeneragéo periférica e recuperagao funcional (Zanon et al.,
2010).

No SNC adulto normal, a expressdao de MHC | é variavel, sendo
normalmente bastante baixa (Williams et al., 1980; Linda et al., 1998). Todavia,
genes de MHC | sdo induziveis em células gliais e neurénios durante infeccdes
virais, inflamacédo, tumores (Tran et al., 1998) e exposi¢cdo a citocinas, como o
interferon- (Zanon et al., 2006). Esses achados foram inesperados, uma vez que
se acreditava que neurbnios fossem incapazes de expressar significativas
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quantidades de MHC [, sendo considerados, assim, “imunoprevilegiados”, pois, em

principio, estariam protegidos contra reagdes citotdxicas das células T.

1.3. Interferon beta: indugdo da expressao de MHC classe |

Os interferons (IFNs) sao uma familia de citocinas pro-inflamatérias
geralmente produzidas em resposta a infec¢des virais e podem ser classificados
em tipo | e tipo Il. Os IFNs do tipo | incluem os IFNs monoméricos a, B, T e w,
enquanto o IFN do tipo Il, dimérico, corresponde ao IFN y. O IFN alfa apresenta 12
subtipos que sdo codificados por 14 genes, enquanto todos os outros IFNs s&o
monogénicos (Davidson & College, 2000). Os IFNs tém papel imunomodulatério,
aumentando a expressao de algumas proteinas e moléculas (Jiang et al., 1995).
Apresenta-se como uma proteina globular contendo 166 aminoacidos constituindo
cinco alfa hélices, produzidas por um Unico gene localizado no cromossomo 9
humano. Sua resposta celular &€ mediada por um receptor especifico,
compartilhado com o IFN alfa. A sintese de IFN beta é induzida por virus, acido
nucléico viral, bactérias, micoplasma e protozoarios (Arnason, 1996).

O interferon beta (IFN beta) é largamente utilizado na pratica clinica por
aumentar a expressao de moléculas MHC | e estas, por sua vez, apresentam
importante papel nos processos de plasticidade e regeneracdo numa situagao
pos-lesional.

O aumento da expressao de MHC | pelo IFN beta em células nervosas foi
descrito anteriormente (Jiang et al., 1995). Neste sentido, observou-se o aumento
da expressdao dos genes para MHC | até mesmo em células embrionarias e
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neurénios que normalmente expressam baixos niveis dessa molécula (Jiang et al.,
1995). Uma seqliéncia de pares de base comum aos tipos de IFNs (interferon
consensus sequence — ICS) parece ser responsavel pela elevagéo da transcrigdo
dos genes MHC | (Shirayoshi et al., 1988).

O IFN beta, sob uma forma recombinante n&o glicosilada, tem sido utilizado
desde 1993 para o tratamento da Esclerose Mdultipla, uma doencga
neurodegenerativa autoimune (Bermel & Rudick, 2007), devido ao seu papel
imunomodulatorio.

Apbés uma lesdo periférica, em camundongos tratados com IFN beta,
observa-se um significativo aumento da expressdo do MHC | o que correlaciona,
em nivel ultra-estrutural, com uma intensa retracdo dos terminais pré-sinapticos
em contato com motoneurénios alfa (Zanon et al., 2006). Nesta situacao, o MHC |
desempenha um papel fundamental na estabilizagcdo seletiva das sinapses
inibitorias, contribuindo para que o processo de retracdo sinaptica ocorra de forma
especifica o que sugere a relacao entre MHC | e eventos de plasticidade sinaptica
logo ap6s a lesao. Desta forma, qualquer mudancga significativa dos inputs de um
neurdnio, especialmente daqueles presentes no corpo e dendritos proximais,
acarreta importantes alteragbes sobre suas fungcbes e metabolismo. Tais
alteracbes sao freqlientemente acompanhadas por reatividade da glia
circunjacente, tendo impacto direto sobre a atividade neuronal e na transmisséo
sinaptica (Theodosis et al., 2006). Dessa forma, os neurbnios concentram seu
metabolismo na regeneragdo axonal, uma vez que ocorre uma reducdo
significativa de terminais pré-sinapticos.
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O aumento do MHC | ap6s uma lesao e o tratamento com IFN interfere no
nivel de reatividade dos astrocitos alterando o processo de plasticidade sinaptica.
Sabe-se que ndo s6 a interagdo astrécito-neurbnio interfere na plasticidade
sinaptica, mas também fatores sollveis produzidos pela glia. O meio condicionado
astroglial influencia o desenvolvimento e a maturacédo de culturas de células
nervosas e podem modular eventos bioquimicos, funcionais e morfoloégicos ligados
a interacao neurénio-glia (Sensenbrenner et al., 1980; Aloisi et al., 1987). Estes
fatores podem ser interpretados de duas formas, de acordo com o mecanismo de
acao: um fator autécrino com auto-producgéo e estimulagédo, e um fator paracrino
com a estimulagdo de células adjacentes, através do espaco extracelular. No
SNC, estes fatores tréficos produzidos pelas células gliais sdo responsaveis por
regular o crescimento e diferenciagcdo e também dar o suporte funcional ao

sistema nervoso (Ito et al.,1989).

1.4. Linhagens celulares: PC12 e NG97

A obtencdo de um melhor entendimento da biologia dos neurénios e células
gliais pode ser auxiliada pela realizacado de experimentos in vitro, em condi¢des
especialmente controladas e sem a influéncia de diferentes fatores. Assim,
modelos de cultura de células neuronais e gliais foram propostos e estabelecidos.

A linhagem celular de Feocrocitoma de rato (PC12) tem servido de modelo
para examinar os mecanismos de agao dos fatores neurais de crescimento
(Greene & Tischler, 1982; Halegoua et al., 1991). Quando tratadas com fator de
crescimento neural (NGF), estas células desenvolvem um fenétipo neuronal

apresentando neuritos, potencial de acdo de repouso e expressdo de genes
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especificos neurais, fazem sinapses e estabelecem complexos circuitos neuronais
(Halegoua et al., 1991).

O NGF foi a primeira neurotrofina descoberta (Cohen & Levi-Montalcini,
1956). Atualmente ja é sabido que a inducao de diferenciacao neuronal pelo NGF
em células PC12 deve-se a sua capacidade de ligar a receptores tirosino-quinase
tipo A (TrkA), os quais iniciam uma série de eventos em cascata, que culminam
com crescimento e diferenciacdo neuronal (Xiao et al., 2006; Gsandtner &
Freissmuth, 2006).

As vias de sinalizagéo ativadas pelas neurotrofinas através dos receptores
Trk induzem diferentes respostas, tais como diferenciagao e sobrevivéncia celular
bem como o crescimento axonal, a plasticidade e a formacé&o de sinapses (Arevalo
& Wu, 2006).

A linhagem celular de glioma humano NG97, foi estabelecida por Grippo et
al. (2001), a partir de tecidos obtidos provenientes de astrocitoma de grau Il (Who,
2000). As células NG97 expressam principalmente marcadores neurogliais (GFAP,
proteinas S-100, NSE e LEU-7) e ndo apresentam expressdo de outros
marcadores imunoistoquimico (Schenka et al. 2005). Quando transplantadas em
camundongos imunossuprimidos, formam uma massa celular, sendo sua
morfologia semelhante a astrécitos, mostrando areas de necrose e de
angiogénese (Kleihues et al., 2000; Grippo et al., 2001). Por se tratar de uma
linhagem homogénea, possui um padrdo morfolégico e bioquimico constante que

remete ao fenotipo astroglial (Schenka et al. 2005).
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A linhagem de células NG97, in vitro, apresenta tempo de duplicagdo médio
de 24h e morfotipias distintas quando vistas em microscépio. Cada morfotipia da
linhagem apresentava padrées morfoldgicos diferentes na membrana celular, tais
como: bolhas e filopddios nas células de formato arredondado, extensos
prolongamentos e vesiculas de secreg¢do nas células do tipo dendritica gigantes e

microvilosidades nas células do tipo fusiforme (MACHADO et al. 2005).

1.5. Taurina e efeito neuroprotetor

A taurina é um B-aminoacido (acido 2-aminoetanosulfénico) nao utilizado
para a sintese protéica, encontrado no interior das células e em altas
concentragdes no plasma de mamiferos. Esse aminoacido é obtido através da
ingesta de carne, peixe e leite, sendo possivel também ser biossintetizado a partir
de metionina e cisteina. Tem importancia nos processos biolodgicos tais como no
desenvolvimento do Sistema Nervoso e da retina, na modulagdo do Ca2+, na
estabilizacdo de membranas, reproducéo, imunidade e pode também funcionar
como um osmolito para regular o volume celular (Schuller-levis & Park, 2003;
Aerts & Van Assche, 2002). Seu papel fisiologico recebeu atencéo consideravel a
partir de estudos realizados em gatos, onde sua deficiéncia nutricional ocasionou
degeneracao da retina (Hayes, 1975). Relatos indicam que 0 mecanismo de agéo
da taurina possa ocorrer pela combinacdo do aminoacido com varios tipos de
canais ibnicos, transportadores e enzimas. Pesquisas demonstraram que a taurina
exerce algumas de suas ag¢bes inibindo canais KATP (potassio dependentes de
ATP) no musculo esquelético (Tricarico et al., 2000) e em fibras cardiacas (Satoh,
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1996). Além disso, exerce uma acado agonista nas células miocardicas para
entrada de Ca?* e da corrente retificadora de K* em baixas concentracdes
intracelulares de calcio, bem como um antagonista inibindo o influxo de Ca’* e a
corrente retificadora de K* em elevadas concentracdes de Ca®* (Satoh, 1998).

No cérebro em desenvolvimento, as concentragdes sao mais altas de
taurina, na época em que a concentragao de outros aminoacidos livres tende a ser
baixa. Com o desenvolvimento, as concentra¢des de taurina tendem a diminuir, de
forma que seu volume nos neonatos é cerca de dois tercos mais altos quando
comparado com os niveis no adulto, sendo esse padrdo encontrado em varias
espécies (Huxtable, 1992). O conteudo de taurina no cérebro fetal € mais que o
dobro que o de um adulto (Sturman & Hayes, 1980), mas & Unico aminoacido do
cérebro cuja concentragdo diminui com o desenvolvimento pos-natal (Sturman &
Gaull, 1975).

A taurina é encontrada tanto nas células da glia como neuronais (Oja &
Kontro, 1983), contudo a sua distribuicdo no SNC nao é uniforme. Ao contrario do
conteudo de taurina na maioria dos outros 6rgaos, os niveis de taurina no SN sao
preservados em estados de deficiéncia organica (Sturman & Gaull, 1975).

Apesar de seus mecanismos de acdo serem desconhecidos, acredita-se
que niveis altos de taurina sdo considerados essenciais para as suas supostas
fungdes. Essas funcdes incluem osmorregulagcéo (Solis et al., 1988; Nagelhus et
al. 1993; Pasantes-Morales et al., 2000) estabilizagdo da membrana (Wright et al.,
1986) neuroprotecédo contra excitotoxicidade (Huxtable, 1989; Trenkner, 1990; El
Idrissi & Trenkner, 1999), neuromodulacdo (Muramatsu et al., 1978; Dopico et al.
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2006) e modulacao dos niveis celulares de calcio (Hendil & Hoffmann, 1974; Izumi
et al., 1977; Wade et al., 1988; Huxtable, 1992; Palmi et al., 1999; El Idrissi &
Trenkner, 2003).

No SN, suas fungdes estao relacionadas a regulacdo da atividade celular,
desenvolvimento, modulacdo da excitabilidade neuronal, manutencdo da fungao
cerebelar e modulagéo da liberagdo hormonal (Oja & Kontro, 1983). A taurina
desempenha também um papel osmorregulador protegendo o SN contra a
toxicidade dos ions de célcio (Lehman et al., 1984).

Além disso, a taurina pode melhorar sintomas epilépticos (Lehmann
et al., 1985; Francés et al., 1986; Schurr et al. 1987; Wu et al., 1994; Birdsall,
1998; Wu et al. 2005, Gupta et al. 2005) e suas propriedades anticonvulsivantes
recentemente foram  descritas em um  modelo murino de
epilepsia (Junyent et al., 2009). A entrada de calcio nos neurbnios é fortemente
associada com convulsdes (Meyer, 1989; Speckmann et al., 1989; McNamara,
1992). O influxo de calcio induz a excitotoxicidade, levando a
alteragdes da mitocdndria e conseqiiente morte celular (Cano-Abad et al., 2001).
Muitas proteinas unem-se ao calcio, sendo fundamentais para a homeostase do
Ca?* nos neurénios. Dentre elas se destacam a calbindina D28k, calretinina e

parvalbumina (Rogers & Resibois, 1992; Hontanilla et al., 1998).
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2. Justificativa

O entendimento da interacdo entre neurdnios e células gliais bem como da
influéncia da glia sobre a resposta neuronal vem sendo obtido através de
diferentes modelos experimentais in vivo e in vitro. In vitro, é possivel testar
diferentes moléculas e substancias, as quais podem interferir no comportamento
de cada tipo celular, alterando respostas ao nivel molecular e morfoldgico.
Contudo, a manutencéo desses sistemas in vitro é bastante dificil e a utilizacédo de
culturas primarias necessita do sacrificio de embrides e animais neonatos,
levantando aspectos éticos, bem como diversas dificuldades técnicas. A
possibilidade de se estabelecer um modelo de co-cultivo empregando linhagens
celulares podera potencialmente, em diversas situagcbes, substituir o uso de
culturas primarias. Acreditamos, portanto, que os resultados do presente estudo
contribuirdo para o estabelecimento de um sistema para o estudo da interagéo
neurénio/glial, bem como possibilitara o melhor entendimento do papel da taurina

e do IFN na plasticidade sinaptica.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral
Estabelecer um modelo experimental in vitro, utilizando a linhagem
PC12 em sistema de co-cultura com meio condicionado das células

gliais da linhagem NG97 (glioma humano).

3.2. Objetivos especificos
1. Através da analise morfolégica e imunocitoquimica, avaliar a
diferenciacdo neuronal e sinaptogénese nas células PC12, com e sem
tratamento com taurina e IFN.

2. Avaliar a expressdo de MHC | e sinaptofisina ap6s o tratamento com
taurina e IFN, buscando um melhor entendimento das vias de interagao
entre as linhagens celulares estudadas.

3. Avaliar a expressao de MHC | e sinaptofisina ap6s o tratamento com
taurina e IFN ap6s a influéncia de fatores sollveis secretados pelas

linhagem NG97.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Células PC12

As células PC12 foram provenientes da ATCC (American Type Culture and
Collection), cuja identificaggo é CRL-1721™ e foram fornecidas pelo
Departamento de Quimica da Universidade de Sdo Paulo (USP- Ribeirdo Preto).
As células foram mantidas em estufa a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO2,
em garrafas com superficie de 75 cm?, com pescoco inclinado e tampa com filtro
(TPP™  EUA), contendo 20 mL do meio DMEM com vermelho de fenol, sendo
acrescentados 2,5g/mL de glicose (Cultilab®, Brasil), 10% de soro fetal equino
inativado (Nutricell®, Brasil), 5% de soro bovino inativado (Nutricell®,
Brasil),penicilina 10.000 Ul/mL e estreptomicina 10 mg/mL (Nutricell®, Brasil).
Para os repiques periédicos, a cada 72 horas aproximadamente, aspirou-se todo o
meio da garrafa e adicionou-se 10 mL de novo meio suplementado. Com o auxilio
de um cell scraper (TPP™, EUA) as células foram destacadas e transferidas para
novas garrafas contendo meio DMEM suplementado como descrito acima. Para
manutengdo da linhagem celular, 7x10° células/mL foram semeadas por
repique/garrafa. Todos os procedimentos foram realizados em camara de fluxo
laminar com desinfeccao prévia dos materiais e bancada de trabalho por luz ultra-

violeta (UV) durante 15 minutos e alcool 70%.
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4.2. Células NG97

A linhagem NG97 foi obtida a partir de um astrocitoma neoplasico (grau Ill -
OMS) de lobo temporal extraido de um paciente de 66 anos. As células foram
cultivadas com meio DMEM (Nutricell®, Brasil) com vermelho de fenol,
suplementado com 2 mM L-glutamina, 100pg/mL de garamicina e 10% de soro
fetal bovino inativado. As células foram mantidas em estufa a 37°C em atmosfera
contendo 5% de CO,, em garrafas com superficie de 75 cm? com pescogo
inclinado e tampa com filtro (TPP™, EUA), contendo 20 mL de meio. Para os
repiques periédicos, a cada 72 horas aproximadamente, aspirou-se todo o meio da
garrafa e adicionou-se 10 mL de novo meio suplementado. Com o auxilio de um
scraper (TPP™, EUA) as células foram descoladas e transferidas para novas
garrafas contendo meio DMEM suplementado como descrito acima. Para

manutencao da cultura, 7x10° células/mL foram semeadas por repique/garrafa.

4.3. Procedimentos nas culturas isoladas

Para os experimentos, foram estabelecidas culturas separadas de células
das linhagens PC12 (células neurais) e NG97 (glioma). Essas foram mantidas
durante 15 dias com trocas de meio de cultivo a cada dois dias. Os tempos de
analise para essas culturas foram de 5, 10 e 15 dias.

Primeiramente, as culturas de PC12 foram tratadas com o fator de
crescimento NFG e, para essas, foram construidas curvas de crescimento e
adesdo celular para determinacdes da taxa de multiplicacdo celular e
sobrevivéncia em relacdo ao tempo. A adigdo de NGF foi realizada para o estudo
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da diferenciacéo celular e crescimento de neuritos com diferentes doses do fator
de crescimento (50, 100 e 250 ng/mL) durante 15 dias. Posteriormente, foi
realizada imunocitoquimica e imunoblotting para sinaptofisina em culturas controle
e com tratamento de NGF.

As culturas de células PC12 foram também tratadas com 500 IU/mL e 1.000
IU/mL de IFN beta e com 0,025 e 0,050 mg/mL de TAU, sendo ambos diluidos em
meio de cultura DMEM enriquecido com 5% de soro fetal bovino e 10% de soro
fetal equino. O tratamento com IFN beta foi realizado em dias alternados durante
quinze dias com adigdo de 300ul/poco de cultura. Foram realizadas coletas de
dados no 5° 10° e 15° dia. Ja o tratamento com taurina foi feito através da diluicao
em meio de cultura e posteriormente colocado nos pocos de cultura com um
volume de 300 pl/pogo. Foram feitas as coletas no 5°, 10° e 15° dia.

Para as culturas de NG97 foi realizada imunocitoquimica e imunoblotting

para GFAP (proteina acida fibrilar glial).

4.4. Avaliagcdo da influéncia de meio condicionado glial sobre as
células PC12

A obtencdo do meio condicionado deu-se a partir de culturas

semiconfluentes da linhagem NG97 (aproximadamente 80% em garrafas de 75

cm?). O meio DMEM, mantido por 48 horas em culturas de NG97, foi colhido e

armazenado em tubos de centrifuga estéril de 50mL. Acrescentou-se ao meio

condicionado pelas células NG97 o fator neurotréfico NGF-7s (250 ng/mL). Essas
aliquotas foram mantidas em geladeira até o uso nas culturas de células PC12.
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Os tratamentos com IFN beta e taurina também ocorreram através da sua
adicdo ao meio condicionado, previamente a colocacao do meio em contato com
as células PC12. O tratamento foi realizado com as mesmas doses e freqiiéncia ja
descrito anteriormente, porém, foi mantido por apenas 10 dias, com coleta de

resultados no quinto e décimo dias de experimentagao.

4.5. Imunocitoquimica

Apos os tempos de cultivo pré-determinados, as células foram lavadas por
2 vezes em PBS-FLUSH e posteriormente fixadas com formaldeido 10%, por 10
minutos. Apds esse tempo, as células foram lavadas com PBS-FLUSH por 2
vezes de 5 minutos. Os anticorpos primarios (coelho anti-sinaptofisina e cabra
anti-GFAP) foram diluidos em PBS-FLUSH na concentragéo de 1:250 e incubados
por 3 horas em temperatura ambiente. Passado este tempo, foram feitas 2
lavagens de 5 minutos cada em PBS. Em seqiiéncia, as culturas foram incubadas
com anticorpos secundarios adequados, conjugados com cianina 3 (CY-3) por 45
minutos (Jackson Lab., USA). Para quantificagao foi utilizado o software IMAGE J
(versédo 1.33U, National Institute of Health, USA). Quinze regibes representativas
de cada pogo foram documentadas e submetidas a quantificacdo por densidade

integrada de pixels.

4.6. Western blotting
Para a extragdo protéica as células foram cultivadas em placas de 6 pocos.

O meio de cultivo foi descartado e as células lavadas em PBS gelado. Apos este
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passo, realizou-se a extragao protéica através do uso de tampao Ripa (50mM Tris
pH 8,0, 150mM NaCl, 1mM EDTA, 1% triton X-100, 0,5% desoxicolato de sbédio,
0,1% SDS, 1mM de PMSF). A solucéo foi submetida a lise com sonicador (100,
Fischer Scientific) por 3 vezes de 1 minuto. Posteriormente, o material foi
centrifugado a 10.000 xg durante 10 min a 4°C em centrifuga refrigerada (Bio-
Spin-R, BioAgency). Apds a centrifugacédo, o sobrenadante foi recolhido para a
dosagem da quantidade total de proteina através do método de Bradford (1976).

A proteina total extraida foi mantida em microtubos de 1,5ml estocados a -
20°C até a realizacao da eletroforese. Nesse passo, 30ug de proteina para cada
grupo foram incubadas em tampé&o nao redutor (120mM Tris pH 6,8, 4% SDS,
0,01% bromofenol blue e 20% glicerol) e aquecidas a 100°C em banho seco por 5
minutos, corridas em gel de eletroforese a 10% de acrilamida em tampé&o de
corrida pH 8,5 (250mM de Tris base, 190mM de glicina, 1% de SDS). Apo6s a
separagdo das proteinas, essas foram transferidas para membranas de
nitrocelulose em tampao de transferéncia (25mM Tris, 192mM glicina e 20%
metanol) a 100 volts por 1 hora.

As membranas com as proteinas foram bloqueadas por 1h com leite em pé
desnatado a 5%, e posteriormente a incubag¢ao overnight com anticorpos primarios
para identificacdo de proteinas especificas: coelho anti-sinaptofisina (1:1000) para
células PC12, coelho anti-GFAP (1:1000) para células NG97 e controle
camundongo anti-B-actina (1:1000). Os anticorpos secundarios utilizados foram:
anti-lgG de coelho e camundongo, ambos conjugados com peroxidase, sendo as
membranas reveladas pelo kit Enhanced Chemiluminescence System (ECL,
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Amershan Biosciences) e com o filme Amershan Hyperfim (ECL, Amershan

Biosciences).

4.7. Analise estatistica
Os resultados foram expressos como média + erro padrdo. A analise de
eventuais diferengas intergrupos foi realizada pela Anova, seguido pelo teste t-
Student. Assim, assumiu-se p<0,05 (*), p<0,01(**), p<0,001(***), utilizando-se as

funcbes estatisticas do programa BioEstat.

5. Resultados

5.1. Células NG97 sdao GFAP positivas (Figura 1)

Apdbs 1 semana de cultivo em placa de 24 pocos contendo inicialmente 102
células por poco mantidas em meio RPMI com 10% de soro fetal bovino, foi
realizada imunocitoquimica para GFAP, uma proteina do citoesqueleto de
astrocitos. Dessa forma, 100% das células de origem tumoral se mostraram GFAP
positivas, como observado na Figura 1D. A imunocitoquimica foi validada pela
realizacdo de Western Blotting, obtendo-se banda imunorreativa para GFAP,

detectada no peso de 50KDa, como mostra a Figura 1C.
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Figura 1: Expressédo de GFAP por células NG97. Em (A) as células foram coradas
com azul de toluidina, em (B) observa-se a morfologia ap6s 3 dias de cultivo, em
(C) determinagéo da expressdo de GFAP através da técnica de Western blotting,

em (D) imunocitoquimica, avaliando a expressdo de GFAP. Escala= 50um.
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5.2. Tratamento com NGF induz a diferenciagcao de células PC12 e
formagédo de neuritos

As células PC12 tratadas com diferentes doses de NGF mostraram
diferenciacdo em células semelhantes a neurénios. A apresentacdo de neuritos
bem como a formacgao de redes dendriticas foi observada principalmente na dose
de 250 ng/mL de NGF, sendo, portando, dose-dependentes. Essa dose foi
escolhida para os experimentos seguintes com meio de cultura condicionado. A
Figura 2 apresenta imagens de culturas tratadas durante 13 dias com a dose de
250ng de NGF/mL de meio de cultura e também apresenta a expresséo de

sinaptofisina para as culturas.
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Figura 2: Células PC12 apés tratamento com NGF (250 ng/mL). Em (A)
fotomicrografia mostrando a morfologia e neuritos de culturas de PC12 tratadas
com 250ng/mL de NGF, em (B) imunocitoquimica anti-sinaptofisina e em (C)
imunoblotting para sinaptofina nas culturas controle e tratadas com doses

crescentes de NGF. (A) Escala = 10um ; (B) Escala = 20um.
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Os gréaficos abaixo mostram respectivamente as curvas de adeséo e de
crescimento para as células PC12. A curva de adesdo representa o tempo
necessario para as células aderirem a superficie de cultivo apés plaqueamento. O
resultado mostrou que as PC12 levam pelo menos 20 minutos para aderirem a
placa de cultura (Figura 3).

A curva de crescimento compara a multiplicagéo celular entre células PC12
indiferenciadas e células tratadas com NGF e mostra que essa segunda cultura,
apos diferenciacdo em células semelhantes a neurbnios, param ou tem um
crescimento muito lento em comparagao com as células néo tratadas com NGF

(Figura 4).
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Figura 3: Curva de adesdo de células PC12. Note que o nimero maximo de

células fixadas é atingido ap6s 20 minutos de plaqueamento.
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Figura 4: Perfil de crescimento para PC12 até 16 dias de cultivo. Linha
preta representa a curva das células tratadas com 250 ng de NGF/mL de meio.
Linha vermelha mostra curva para as células indiferenciadas, sem tratamento com
NGF. A andlise estatistica (teste U de Mann Whitney) apontou diferenca

significativa para o resultado final da taxa de multiplicagao celular (p= 0,0002).
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5.3.Tratamento com IFN beta influéncia a expressdo de MHC classe |
em células PC12

O tratamento com IFN B aumentou a expressdo de MHC classe |,
demonstrado pela imunomarcagdo anti-OX 18, levando a uma diminuicdo na
formagdo de sinapses nas células PC12, observando-se a reducdo da
imunomarcagédo por sinaptofisina, um marcador de uma proteina constituinte da
membrana das vesiculas sinapticas com neurotransmissores.

As imagens na Figura 5 mostram as culturas controle e tratamentos com
500 e 1000 Ul de IFN/mL, num periodo de 5, 10 e 15 dias. Os resultados do
tratamento com interferon beta ficaram mais evidentes apos 10 dias de cultivo,
sendo que a dose que mais intensificou a expressao de MHC classe | foi a de 500
Ul/mL, j&@ que a dose de 1000 UlI/mL ocasionou uma desaceleracdo da
multiplicacdo e degeneracao celular em relagédo ao grupo tratado com a dose de
500 Ul de IFN beta (OX-18 10 dias: controle 8315,95+130,84, 500 UIl/mL
13014,64+97,00, 1000 Ul 10450,53+104,80, p<0,001; sinaptofisina 10 dias:
controle 10558,56+168,86, 500 Ul/mL 9212,65+82,25, 1000 Ul/mL 6618,84+84,89,

p<0,001; Figuras 6 e 7).
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Figura 5: Culturas de células PC12 imunomarcadas com OX-18 e
sinaptofisina apds tratamento com IFN beta. A a F mostram imagens com 5 dias
de tratamento, sendo a primeira linha imunomarcac¢ao anti-OX 18 e a segunda
linha, anti-sinaptofisina. F a L mostram imagens com 10 dias de tratamento e de M
a R, 15 dias de tratamendo com IFN nas doses 500 e 1000 Ul/mL. O tratamento
com interferon influencia a elevacédo de expressao de MHC classe | (OX-18) e a

diminuigcéo de sinaptofisina principalmente na dose de 500 Ul/mL. Escala = 20pm.
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Figura 6: Grafico mostrando a quantificagcdo da imunomarcacao para MHC
| apo6s tratamento com IFN beta (p<0,05 (*), p<0,001(***), teste t —Student).

Densidade integrada de pixel x 103.
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Figura 7: Grafico mostrando a quantificacdo da imunomarcagdo para
sinaptofisina apds tratamento com IFN beta (p<0,001(***) teste t — Student).

Densidade integrada de pixel x 103.
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5.4. Tratamento com taurina diminui a expressao de MHC classe | e
influéncia positivamente na densidade sinaptica

O tratamento com taurina sobre as células PC12 acarretou uma reducéo da
expressdao de MHC classe | e conseqlentemente uma elevacdo da densidade
sinaptica, mostrada pelo aumento da expressdo de sinaptofisina. Os tratamentos
das células com taurina decorreram por 5, 10 e 15 dias, sendo os grupos
experimentais tratados com as dose de 0,025 e 0,050 mg de taurina/mL de meio
(Figura 8).

A andlise estatistica mostrou que o efeito protetor da taurina, reduzindo a
expressdao de MHC e, consequentemente, preservando sinapses, se deu nos
periodos de 10 e 15 dias de tratamento (OX-18 10 dias: controle 9114,03+248,54,
0,025ng/mL 7626,05+179,04, p<0,01, 0,050 ng/mL 5422,76+74,79, p<0,001;
sinaptofisina 10 dias: controle 5061,54+76,93, 0,025ng/mL 6515,11+76,56,
p<0,001). A dose de 0,050 mg/mL de taurina foi tdxica para as células uma vez
que ocasionou a acidificacdo do meio de cultura mantido em contato com as

células (Figura 9 e 10).
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Figura 8: Culturas de células PC12 imunomarcadas com OX-18 e
sinaptofisina ap6s tratamento com taurina. A a F mostram imagens com 5 dias de
tratamento, sendo a primeira linha, imunomarcacgao anti-OX 18 e a segunda linha,
anti-sinaptofisina. G a L mostram imagens com 10 dias de tratamento e de M a R,
15 dias de tratamendo com taurina nas doses 25 e 50 mg/mL. Note o efeito do
tratamento com taurina principalmente na dose de 250 mg sobre a expressao de
MHC classe | (OX-18) e a interrelagcdo com a expressao de sinaptofisina. Nesse
sentido, quando se tem a redugcédo de OX-18 obtém-se a elevacao de sinaptofisina
na sua forma distribuida em botdes sinapticos (marcagdo punctata). Escala =

20pum.
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Figura 9: Grafico mostrando a quantificagcdo da imunomarcacao para MHC
| apos tratamento com taurina (p<0,01(**), teste t - Student). Densidade integrada

de pixel x 102,
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Figura 10: Grafico mostrando a quantificacdo da imunomarcagéo para
sinaptofisina ap6s tratamento com taurina (p<0,05 (*), p<0,001(***), teste t —

Student). Densidade integrada de pixel x 103.
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5.5. A utilizagcao de meio condicionado de células NG97 intensifica a
expressao de MHC classe | e influéncia na distribuicao de
sinaptofisina

O meio condicionado de glia tumoral humana proveniente da linhagem
NG97 mostrou-se capaz de influenciar na expressdo do MHC classe |, fazendo
com que suas taxas se elevassem e com isso afetasse a formagéo de sinapses
pelas células PC12. As culturas de PC12 foram tratadas com meio condicionado
adicionado de 250ng de NGF/mL de meio e ainda adicionado dos tratamentos
com IFN beta (Figura 11) e taurina (Figura 13) nas mesmas doses realizadas com
os tratamentos com meio de cultura normal durante 10 dias. Apds esse tempo, as
células foram submetidas a imunocitoquimica para quantificacdo de sinapses e
MHC, com os respectivos anti-corpos sinaptofisina e OX-18.

Durante 5 dias de cultivo, a utilizacdo do meio condicionado adicionado de
IFN beta teve uma leve influencia no aumento da expressdo de MHC classe |,
além do ja observado no tratamento com IFN diluido em meio normal. Porém, a
reducao de sinaptofisina foi significativamente maior nas culturas tratadas com
meio condicionado, tanto nas culturas controle como nas tratadas com IFN beta
(comparar graficos das Figuras 7 e 12). O prolongamento do tempo de cultivo com
meio condicionado para o tratamento com IFN nao influenciou a expressédo de
MHC classe | em relagéo ao resultado ja obtido com 5 dias de cultivo (Figura 6).
No entanto, a expressao de sinaptofisina apresentou aproximadamente 45% de
elevagéo em relagdo ao quinto dia de tratamento (grafico 7).
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Figura 11: Culturas de células PC12 imunomarcadas com OX-18 e
sinaptofisina ap6s tratamento com meio condicionado + IFN beta. A imagem em A
mostra culturas controle, B e C mostram imagens de culturas tratadas com 500 e

1000 Ul/mL adicionados ao meio condicionado. Escala = 20um.
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Figura 12: Gréfico relativo a quantificagdo da imunomarcagéo para MHC |
apos tratamento com meio condicionado + IFN beta (p<0,001(***), teste t —

Student). Densidade integrada de pixel x 10°.
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Figura 13: Grafico relativo a quantificagdo da imunomarcacao para MHC |
apos tratamento com meio condicionado e com meio normal + IFN beta (p<0,05
("), p<0,01(**), p<0,001(***), teste t - Student). MC: meio condicionado; MN: Meio

normal. Densidade integrada de pixel x 103.
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Figura 14: Grafico relativo a quantificacdo da imunomarcagéo para
sinaptofisina apos tratamento com meio condicionado + IFN beta (p<0,05 (*),
p<0,001(***), t —Student). Densidade integrada de pixel x 103. Densidade integrada

de pixel x 102,
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Figura 15: Grafico relativo a quantificacdo da imunomarcagéo para
sinaptofisina ap6s tratamento com meio condicionado e com meio normal + IFN
beta (p<0,05 (*), p<0,01(**), p<0,001(***), teste t - Student). MC: meio

condicionado; MN: Meio normal. Densidade integrada de pixel x 102.
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Em relagdo ao tratamento com meio condicionado acrescido de taurina,
pode-se observar que o aminoacido mantém a neuroprotecéo previamente notada
com o tratamento em meio normal nos primeiros 5 dias de tratamento. No entanto
esse efeito, em relagdo a expressido de OX-18, é gradativamente diminuido até o
décimo dia de cultivo (comparar graficos nas Figuras 9 e 14). A expressdo de
sinaptofisina nos primeiros 5 dias de tratamento com meio condicionado e taurina
(0,025mg/mL) é significativamente maior do que a cultura controle. Ao observar os
resultados com 10 dias de tratamento a sinaptofisina tende a cair, aparentemente
potencializado pelo efeito do meio condicionado, uma vez que, com meio normal,
o tratamento com taurina foi bastante positivo. Observa-se que nas culturas houve
uma retragdo dos neuritos, provavelmente por agéo de fatores soluveis contidos

no meio condicionado. (comparar graficos das Figuras 10 e 15).
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Figura 16: Culturas de células PC12 imunomarcadas com OX-18 e
sinaptofisina apo6s tratamento com meio condicionado + taurina. A imagem em A
mostra culturas controle, B e C mostram imagens de culturas tratadas com 0,025 e
0,050 mg/mL de taurina adicionados ao meio condicionado. Escala = 20um. De L
a Q, séo representadas imagens de contraste de fase, de modo a comprovar a

integridade das células, apesar da baixa imuno-reatividade. Escala = 10um.
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Figura 17: Grafico relativo a quantificagdo da imunomarcacao para MHC |
apos tratamento com meio condicionado + taurina (p<0,05 (*), p<0,001(***), teste t

— Student). Densidade integrada de pixel x 10°.
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Figura 18: Grafico relativo a quantificagdo da imunomarcacgao para MHC |
apos tratamento com meio condicionado e com meio normal + taurina (p<0,05 (*),
p<0,01(**), p<0,001(***), teste t - Student). MC: meio condicionado; MN: Meio

normal. Densidade integrada de pixel x 103.
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Figura 19: Grafico relativo a quantificagdo da imunomarcacdo para
sinaptofisina ap6s tratamento com meio condicionado + taurina (p<0,001(***),

teste t — Student). Densidade integrada de pixel x 102.
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Figura 20: Grafico relativo a quantificagdo da imunomarcacdo para
sinaptofisina apos tratamento com meio condicionado e com meio normal + taurina
(p<0,05 (*), p<0,01(**), p<0,001(***), teste t - Student). MC: meio condicionado;

MN: Meio normal. Densidade integrada de pixel x 103.
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6. Discussao

Um dos argumentos usados para se considerar o Sistema Nervoso Central
(SNC) como um sistema imunoprivilegiado é o baixo nivel ou a auséncia da
expressao de moléculas do complexo de histocompatibilidade principal de classe |
(MHC classe |) pelas células nervosas (Lampson & Hickey, 1986; Ljunggren &
Karre, 1990; Joly et al., 1991; Mucke & Oldstone, 1992; Rall et al., 1994). Apesar
disso, recentes evidéncias mostraram que o SNC é capaz de expressar tais
moléculas (Corriveau et al., 1998; Linda et al., 1998; Linda et al., 1999) e ainda,
que a auséncia do MHC classe | acarreta prejuizos no desenvolvimento do tecido
nervoso e na sua recuperagao apos leséo (Corriveau et al., 1998; Huh et al., 2000;
Oliveira et al., 2004).

Procurando um papel funcional para as moléculas de MHC classe | na
plasticidade e na regeneracgéo sinaptica de neurbnios do SNC de animais adultos,
Oliveira et al. (2004) utilizaram como modelo experimental, a transec¢ao do nervo
isquiatico, com consequente retracdo dos terminais pré-sinapticos. Nesse
trabalho, os autores demonstraram que a expressédo do complexo de MHC classe |
tem influéncia direta sobre as respostas apo6s lesdo nervosa, sendo crucial para a
manutencédo seletiva dos terminais inibitérios em aposicdo aos neurdnios
axotomizados.

Assim, a auséncia da expressdo de MHC | em animais knock-out levou a
uma perda de seletividade da retracdo de sinaptica, com perda exacerbada de
terminais pré-sinapticos nos motoneurénios axotomizados. Apesar dessa perda de
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conectividade ndo resultar em morte neuronal, observou-se um decréscimo na
capacidade regenerativa axonal nesses animais mutantes. Tal fato indica que a
plasticidade sinaptica apos leséao, influéncia diretamente na regeneracao nervosa
subsequente (Oliveira et al., 2004).

Tendo-se em vista a importancia do MHC | para a resposta pés-lesdo, o
melhor entendimento do processo de retragdo de sinapses, bem como dos
mecanismos de plasticidade neural, pode resultar em novas estratégias para o
tratamento de traumas ao SNC. Contudo, ha necessidade do estabelecimento de
modelos experimentais adequados para a sua investigagéo.

Apesar de estudos “in vivo” serem fundamentais, a possibilidade de
realizacdo de pesquisas mais especificas in vitro pode também contribuir
significativamente para o avanco do conhecimento nessa area. O emprego de
culturas primarias, contudo, traz varias dificuldades, tais como a necessidade de
sacrificio de animais neonatos e em estagios embrionarios. Ha necessidade de
sincronizacao entre culturas gliais e neuronais, bem como o tempo de cultivo de
neurdnios medulares é restrito.

Tendo-se em vista o acima mencionado, no presente estudo propusemos o
desenvolvimento de um modelo in vitro empregando células imortalizadas,
capazes de se diferenciarem em tipo neuronal, contendo parte significativa do
aparato intracelular neuronal, bem como capacidade para formar sinapses
funcionais.

As células PC12 sdo amplamente utilizadas como modelo de diferenciagcéo
neuronal. E uma linhagem celular dipléide com 40 cromossomos e homegénea,
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que quando tratadas com fator de crescimento neural (nerve growth factor, NGF)
cessa a divisdo celular e se diferencia em células semelhantes a neurbnios
simpaticos (Weston, 1970, Burnstock & Costa, 1973).

Anteriormente a realizacdo dos experimentos propostos com as células
PC12, procedeu-se com algumas padronizacbes em relagdo a técnica de
manipulacdo e repique desse tipo celular. Dessa forma, para estabelecer-se o
periodo que teriamos que aguardar desde o plaqueamento até a adeséo das
células para o inicio dos experimentos com NGF foi avaliado através da
construgdo de uma curva de adesao o tempo necessario para sedimentacéo e
fixacao das células PC12. Foi feita a contagem de células a cada 5 minutos, apos
o plaqueamento e constatou-se que, passados 20 minutos, as células atingiram o
tempo necessario para a adesio, dando assim o numero real de células viaveis
(Figura 3).

Em nosso trabalho analisamos o tratamento com diferentes concentracdes
de NGF (50, 100 e 250 ng/mL). A escolha dessas doses foi feita baseando-se na
literatura consultada. Nesse sentido, Tamura et al. (1994) utilizaram a mesma
dosagem para estudar a diferenciagdo e o crescimento de neuritos. Doses de 50
ng/mL e 100 ng/mL também foram estudas em pesquisas relacionadas a resposta
do NGF em células PC12 com propésito de estabelecer uma linhagem clonal
noradrenérgica (Greene & Tischler, 1976). Através das analises feitas referentes
ao comportamento das células PC12 as doses de NGF, verificou-se a formacéo de
neuritos € a densidade sinaptica através da expressdo de sinaptofisina, uma
proteina presente na membrana de vesiculas que carregam neurotransmissores e
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que estao presentes dentro dos terminais pré-sinapticos. Assim, sua expressao
pode ser utilizada como forma indireta de medir a quantidade de sinapses em
cultura. Percebeu-se que tanto a diferenciacdo quanto o desenvolvimento de
redes de comunicacdo entre as células foi dose-dependente, sendo que a
concentragdo de 250 ng/mL apresentou efeitos mais positivos e, portanto, foi a
dose escolhida para a manutencéo e diferenciagdo das PC12 nos experimentos
que foram desenvolvidos nesse trabalho.

A influéncia do NGF (250ng/mL) sobre a multiplicagdo das células PC12 foi
avaliada através de curva de crescimento que transcorreu por 15 dias, uma vez
que Greene & Tischler (1976) mostraram que o crescimento celular cessa por
volta do 7° dia de exposicdo ao NGF. Contudo, em nossas condi¢cdes
experimentais cessou por volta do 10° dia de exposi¢cao ao NGF.

Adicionalmente ao cultivo basico dessas células de padrdo neuronal,
tornou-se fundamental comprovar a expressdo de MHC | pelas células PC12. De
fato, esse tipo celular expressa quantidades significativas de MHC |, como
visualizado por imunocitoquimica.

Apébs a comprovacgdo da importancia da expressdo de MHC | por neurénios
apos lesédo, Zanon & Oliviera (2006) investigaram a possibilidade de regular a
expressao desse complexo através de tratamento exdgeno com interferon beta,
uma citocina pré-inflamatéria empregada rotineiramente no tratamento de
Esclerose Multipla. Observaram que o IFN beta regula positivamente a expresséo
de MHC | apés lesdo nervosa e que tal aumento resulta em elevagdo da
plasticidade sinaptica medular. Assim, o tratamento com IFN beta resultou em
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melhora do processo regenerativo axonal, acelerando a recuperacao motora em
camundongos submetidos ao esmagamento do nervo isquiatico (Zanon et al.,
2010). No presente estudo, empregamos diferentes doses de IFN beta no sentido
de induzir a expressdo de MHC | em células PC12 diferenciadas, analisando o
impacto sobre a plasticidade sinaptica. De fato as culturas de células PC12
tratadas com IFN beta mostraram um relevante aumento na expressdo de MHC | e
uma diminuigdo na expressao de sinaptofisina, observado por imunocitoquimica.
Os dados mostram uma maior expressao de MHC classe | no grupo tratado com
500 Ul/mL de IFN beta, uma vez que a dose de 1000 Ul/mL de IFN beta mostrou-
se aparentemente toxica as células, afetando sua morfologia e diferenciagéo.

A interrelagdo entre as expressdes de sinaptofisina e MHC classe | foi
reportada em varios trabalhos, sendo assim, apdés um aumento da expressao de
MHC |, espera-se uma reducdo na densidade de sinapses, mostrado pela
diminuigdo da expresséo de sinaptofisina (Oliveira et al., 2004; Zanon & Oliveira,
2006; Emirandetti et al., 2006; Sabha et al.2008). Nesse contexto, acreditamos
que o modelo ora proposto apresenta caracteristicas suficientes para embasar
novos experimentos de regulagdo de MHC | bem como do impacto deste sobre a
estabilidade e plasticidade sinaptica. Assim, no presente trabalho testamos o
impacto da adicao de taurina, em diferentes concentracdes, sobre a expressao de
MHC | e plasticidade sinaptica.

A taurina ou aminoacido 2-etanosulfénico é um dos aminoacidos mais
abundantes em mamiferos (Jacobsen & Smith, 1968), sintetizada a partir dos
aminoacidos metionina e cisteina, através de uma seqiéncia de reacdes
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enzimaticas de oxidacdo e transulfuracdo que necessitam da participacdo da
vitamina B6 como co-fator (Ganong, 1993). As necessidades dos aminoacidos
sulfurados em adultos correspondem a 17 mg/g de proteina ingerida. Nos
lactentes é de 42 mg/g de proteina e nos pré-escolares corresponde a 25 mg/g de
proteina ingerida (Huxtable,1992; Lajolo & Tirapegui, 1998; Newsholme & Leech,
1983).

O papel fisiologico da taurina recebeu consideravel atencdo desde relatos
de dieta alimentar pobre em taurina acarretando degeneragéo central da retina
(Hayes et al.,, 1975). A taurina pode funcionar como um neuromodulador ou
neurotransmissor no SNC que permite a manutengéo da integridade estrutural da
membrana e regula o transporte e carreamento de calcio (Lombardini, 1992) e
protege os neurdnios contra neurotoxicidade induzida por glutamato (El Idrissi &
Trenkner, 1999).

Destacamos aqui a fungéo da taurina como neuroprotetor e, neste contexto,
podemos encontrar varias pesquisas: a taurina promove melhora da recuperagéo
das fung¢des neuronais apos hipoxia (Schurr et al., 1987); tem propriedades
neuroinibitérias e neuroprotetoras em casos de isquemia cerebral (Shuaib, 2003);
inibe a liberagdo de glutamato, evitando o influxo de calcio (Chen et al., 2001).
Tendo-se em vista o acima mencionado, buscamos avaliar em células PC12
tratadas com NGF no que diz respeito a regulacdo de MHC | e densidade
sinaptica.

O tratamento com taurina nas culturas de células PC12 mostrou um efeito
neuroprotetor, visto que a exposi¢cado das células ao meio contendo 0,025 mg/mL
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de taurina, resultou num aumento da expresséo de sinaptofisina, conjugado com
diminui¢cdo na expressao de MHC classe I. Os resultados obtidos com a dose de
0,025 mg/mL de taurina mostraram-se superiores ao grupo tratado com 0,050
mg/mL, uma vez que, sua adicdo em relativamente altas quantidades tornou o
meio de cultura muito acido. Como as células PC12 s&o sensiveis as variagdes do
meio de cultura, o meio tornou-se improprio para a manutengdo celular,
promovendo assim degeneracdo progressiva das culturas (Morton, 1970). Essa
sensibilidade das células PC12 ja foi relatada por outros pesquisadores. Assim,
Greene e Tischeler (1976) mostraram que as células PC12 s&o sensiveis a meios
de culturas pobres ou isentos de soro fetal equino e soro fetal bovino.
Substituindo-se o0 meio DMEM por outros meios de cultura, como HAM-F12
(Morton, 1970), F-14 (Vogel et al. 1972), as PC12 também perdem a capacidade
de divisdo e degeneraram.

Em condigbes normais, a barreira hematoencefélica previne a entrada de
células imunocompetentes, citocinas e anticorpos no SNC. Les6es ao SNC adulto
como resultado de traumas, desordens genéticas ou alteragbes bioquimicas
induzem uma série de mudancas fisioldgicas incluindo-se isquemia local, edema,
formagé&o de radicais livres, reagdo inflamatoéria e a ativagao de células gliais (Eng
et al., 2000). Tanto astrécitos quanto microglias tornam-se reativas, constituindo a
chamada gliose reativa, caracterizada pela hipertrofia do corpo e processos
celulares dos astrocitos e pela hiperplasia de ambos os tipos celulares (Privat et

al., 1981; Norton et al.,1992; Eng et al., 2000).
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A astrogliose reativa tem sido indicada como o principal obstaculo para
regeneracdo axonal no SNC (Stensaas et al.,1987; Reier et al., 1989). Em
contraste, astrécitos reativos produzem substéncias neurotréficos que parecem
estimular o crescimento axonal (Baba, 1998; Davies et al., 1999).

A identificac&o histologica de astrécitos normais ou em situacéo patolégica
tem sido feita através de método imunoistoquimico que detecta antigenos da
proteina glial fibrilar acida (GFAP), componente dos filamentos de tamanho
intermediario do citoesqueleto celular, presente nos astrécitos e em algumas
outras células (Eng & Ghirnikar, 1994, Cullen, 1997).

Em situagdes experimentais e também no homem, em alguns processos
patolégicos, o estudo da distribuicdo e da morfologia de astrocitos imunorreativos
a GFAP tém se mostrado util ao diagnostico e tem contribuido para o
conhecimento da importancia da astrogliose (Eng & Ghirnikar 1994).

As células NG97 cultivadas no presente trabalho formaram monocamadas
na superficie dos pocos de cultura, onde se distinguiram duas populacdes
celulares, sendo uma apresentando morfologia arredondada e outra com
morfologia fusiforme, com aspecto radiado. Os dois tipos celulares ocorreram de
modo relativamente uniforme mesmo apds varios repiques (Grippo et al., 2001), o
que pode ser observado através de contraste de fase e coloragcdo com azul de
toluidina.

A proteina fibrilar glial acida € um polipeptidio de 48-52 KDa que constitui o
principal componente do filamento intermediario de subclasse Ill presente em
astrécitos (normais e reativos) e também em astrocitomas e glioblastomas (Eng et
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al., 1971, Bonnin & Rubinstein, 1984.; Morrison e Prayson, 2000). Através da
técnica de Western Blotting foi confirmada a expressédo de GFAP nas células
NG97, apresentando uma banda de 50 KDa. O padrdo de positividade de GFAP
nessas células € usualmente citoplasmatico, sendo a proteina detectada tanto no
corpo celular quanto nos processos celulares (Morrison & Prayson, 2000). Esse
padrao esta de acordo com nossas observagdes na imunocitoquimica anti-GFAP
nas células NG97.

A célula glial é o substrato preferencial para o desenvolvimento neuronal,
onde desempenha diversas fungdes como sintetizar elementos da matriz
extracelular, como a laminina, que €& especialmente fundamental para a o
crescimento de neurénios (Garcia-Abreu et al., 1995, Garcia-Abreu et al., 2000);
fatores de crescimento, como TGFR, EGF, TNF, FGF, (Gomes et al., 1999, Trentin
et al, 2001; Rentin de Sampaio & Spohr, 2002), elementos chaves na
diferenciacédo de células pluripotentes em vias neuronal ou glial e ainda na
proliferacdo tanto da glia como dos neurbnios. Produz ainda citocinas e
prostaglandinas, como PGE2 que, indiretamente, controlam o papel da microglia
na eliminagdo de neurénios, conseqlentemente implicando na estabilizacdo do
numero de sinapses (Rozenfeld et al., 2003). Mais recentemente, foi demonstrado
que a glia tumoral é capaz de interagir com neurbnios sadios (Faria et al., 2006) e,
além disto, parece ser receptiva a fatores neuronais que modulam a expresséao de
elementos de sua matriz extracelular (Garcia-Abreu et al., 2000).

Diante das informacbes presentes na literatura, conjuntamente aos nossos
resultados com meio normal, torna-se relevante a analise da interagdo neurénio-
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glia, j& que as células gliais, mais precisamente no presente contexto, os gliomas,
podem ter papel importante na modulagédo da expressdo do MHC classe | e na
plasticidade sinaptica. Como visto acima, a glia pode secretar elementos que
interferem no desenvolvimento do SN ou apds uma injuria, afetando assim a
reorganizagao do SNC.

A fim de se avaliar a influéncia de fatores soluveis presentes no meio de
cultura das células da linhagem NG97, este foi coletado e posteriormente utilizado
para tratar células PC12. Tais experimentos também envolveram o emprego de
NGF e tratamentos com IFN beta e taurina.

O tratamento com meio condicionado resultou num aumento na expressao
MHC I, quando comparado com o meio normal no grupo controle. Ja o tratamento
com IFN, realcou ainda mais expressdao de MHC |, sendo mais significativa no
grupo tratado com 500 Ul/mL. Em contraste, o meio condicionado reduziu
significativamente a formacao de sinapses, fato observado por imunocitoquimica e
contraste de fase, que comprovaram a retracdo dos neuritos e pouca arborizagéo
dendritica. O tempo decorrente entre o0 5° e o 10° dias de cultivo nas células
tratadas com IFN, mostrou-se crucial para as alteracbes morfoldgicas observadas,
reforcando a hipotese que a importancia da modulagdo do MHC | se da na fase
aguda pos estimulo/lesdo.

O tratamento com meio condicionado conjugado a taurina, mesmo com
suas fungbes neuroprotetoras ja conhecidas, mostrou um aumento na expressao
de MHC |, seguida da inibicdo na formagdo de sinapses. De forma semelhante,
pesquisas feitas em co-culturas entre neurbnios de cultura primaria (E18) e
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glioblastoma humano (GBm03, GBm02 e GBm95) mostraram um pequeno
desenvolvimento na formag&o dos neuritos, 0 que foi comparado com co-culturas
entre astrocitos normais e neurdnios, os quais mostraram maior comprimento dos
neuritos (Faria et al., 1996). Conclui-se, portanto, que as propriedades da taurina
foram sobrepujadas por fatores sollveis presentes no meio condicionado, que
influenciaram a regulagdo do MHC classe |, consequentemente afetando a

sinaptogénese nas células PC12.
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7. Conclusoes

A célula PC12 apresenta caracteristicas suficientes para embasar
novos experimentos de regulagdo de MHC | bem como do impacto
deste sobre a estabilidade e plasticidade sinaptica.

As culturas de células PC12 tratadas com IFN beta mostraram um
significativo aumento na expressao de MHC | e uma diminuicédo na
expressao de sinaptofisina, quando tradas com meio normal.

O tratamento com taurina conjugada ao meio normal resultou num
aumento da expresséo de sinaptofisina, seguida de uma diminuigéo
na expressdo de MHC classe |, mostrando assim seu papel
neuromodulatoério e neuroprotetor.

O meio condicionado reduziu a formagdo de sinapses, o que
provavelmente esta ligado a fatores soluveis liberados pelas células

NG97 (glioma humano).
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