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RESUMO

Apolipoproteina E (apoE) é uma proteina plasmatica envolvida no transporte de moléculas
hidrofébicas. No sistema nervoso, a apoE estd envolvida na distribuicdo de lipideos e
colesterol e pode atuar na manutengdo de membranas neuronais, processo essencial para o
reparo e remodelamento neuronal durante o desenvolvimento e regeneracdo pos-traumatica. O
principal objetivo deste estudo foi avaliar o envolvimento da apoE na viabilidade, manutencao
de membranas neuronais e crescimento neuritico in vitro. Culturas neuronais primérias foram
obtidas do ganglio cervical superior (GCS) de camundongos neonatos C57BL/ 6 wild-type
(WT) e apoE-/-. As culturas primarias WT e apoE -/- foram avaliadas comparativamente
guanto aos aspectos morfologicos através da quantificacdo do numero total de neurénios,
neuritos primarios, diametro dos corpos celulares e extensdo neuritica. As culturas apoE -/-
apresentaram maior nimero de corpos celulares e maiores extensdes neuriticas 12 horas apos
plaqueamento em relacdo as culturas WT (p <0,05). As mesmas apresentaram também maior
diametro de corpos celulares e maior numero de neuritos primarios 3 horas apds
plagueamento (p <0,05). Além disso, ambas as culturas apresentaram imunopositividade para
B-tubulina, PGP 9.5, GAP-43 e LAMP-1. No entanto os neurdnios apoE -/- apresentaram
maior expressdo de GAP-43 12 horas apds plaqueamento e de LAMP-1 06 horas apos
plagueamento (p <0,05). Nossos dados demonstraram que neurébnios WT e apoE -/-
apresentaram diferencas in vitro em relacdo a morfologia, ao crescimento neuritico e a
expressdo de moléculas associadas a funcionalidade neuronal, sugerindo, possiveis diferencas
nos mecanismos de regeneracdo pos deaferenciacdo, o que pode ser relevante para o estudo de

doencas neurodegenerativas.

Palavras chave: neurdnio, crescimento neuritico, apoE, in vitro, cultura primaria.
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1 INTRODUCAO

O sistema nervoso (SN) € objeto de investigacdo do homem desde a antiguidade.
Acredita-se que a primeira referéncia ao cérebro em registros humanos ocorreu no
século XVII a.C. Isso nos leva a crer que o estudo do SN desperta o interesse do homem
desde tempos remotos (Kandel, Schwartz et al. 2000). Com a inven¢do do microscopio,
foi revelada a estrutura do SN e de suas células. No século XIX, as primeiras descri¢es
detalhadas foram realizadas por Camillo Golgi e Santiago Ramoén y Cajal. Essas
descri¢des elucidaram caracteristicas importantes das células nervosas, tais como:
presenca de corpos celulares e dois tipos de prolongamentos principais, um deles mais
ramificado, os dendritos, e outro semelhante a um feixe, os axénios. Adicionalmente, a
organizacdo dessas células em complexas redes neurais foi descoberta e estabeleceu-se
que os neurdnios sdo componentes fundamentais para a sinalizacdo do SN (Kandel,
Schwartz et al. 2000). Em 1920, Ross Harisson demonstrou que os prolongamentos
presentes nas células nervosas sdo capazes de crescer a partir do corpo celular, mesmo
in vitro, onde cada neurénio € isolado. Harrison também confirmou a hipétese de
Ramon y Cajal que sugere que o axonio € originado de uma expansdo chamada cone de
crescimento. Esse permite o desenvolvimento do axénio em direcdo ao seu alvo, que

pode ser outras células nervosas ou musculos (Kandel, Schwartz et al. 2000).

Atualmente, nosso conhecimento a respeito do SN baseia-se em estudos nas
areas de anatomia, fisiologia, embriologia, farmacologia e psicologia (Lent 2008).
Mesmo assim, até hoje os mecanismos de regulacdo do crescimento neuritico e sua

relacdo com as principais doencas degenerativas neuronais vem sendo investigados.

O SN é integrativo, pois exerce suas funcdes a partir da cooperacdo de seus
elementos. Isso atribui maior complexidade funcional a seus componentes, que
compreendem neurdnios e células da glia. Os neurbnios sdo especializados em receber
estimulos e envia-los para 6rgdos efetores e se comunicam extensamente formando uma
complexa rede. As células da glia, por sua vez, representam a grande maioria da
populacédo celular do SN, possuindo funges troficas, protetivas e isolantes e tem sido
estudadas em nosso laboratorio (Arantes, Lourenssen et al. 2000; Arantes and Andrews
2006; Almeida-Leite, Galvao et al. 2007; Souza 2007; Maysinger, Holmes et al. 2008).
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O primeiro nivel de subdivisdo anatbmica do SN o classifica em duas partes
principais: sistema nervoso central (SNC), composto pelo encéfalo e medula espinhal, e
sistema nervoso periférico (SNP) que compreende 0s nervos cranianos e espinhais e 0s

ganglios associados a eles (Lent 2008).

No SNP, os nervos cranianos e espinhais, formados pelo conjunto de feixes de
fibras nervosas ou axonios, conduzem informaces da periferia para 0 SNC (via
aferente) e do SNC para a periferia (via eferente). Para isso, faz-se necessario que 0s
nervos estejam distribuidos por todo o corpo. A protecdo dos nervos é feita através de
bainhas fibrosas que os revestem, mas, ainda assim, séo frequentemente danificados por
trauma (Snell 1997). Além dos nervos, o0 SNP é composto por ganglios, agrupamentos
de neurénios e células da glia, distribuidos entre érgdos ou na parede desses (Lent
2008).

O SNP é composto por uma parte somatica, responsavel pela execucdo de
movimentos voluntarios dos masculos esqueléticos e pelas sensacdes provenientes de
estimulos internos e externos, e por uma parte autondmica, denominada sistema nervoso
autdbnomo (SNA) (Koike and Tanaka 1991). O SNA é responsavel pela inervacdo de
estruturas que possuem movimentos involuntarios, como glandulas salivares e
lacrimais, coracdo, vasos sanguineos e musculos lisos. De acordo com as funcgdes que
exerce, 0 SNA é subdividido em simpatico e parassimpatico, possuindo grande
autonomia em relacdo ao sistema nervoso central (SNC), enquanto o SNP somatico esta
sob controle direto do SNC (Purves, Augustine et al. 2001).

Os neurdnios dos ganglios simpaticos, objeto de estudo deste trabalho, sdo
multipolares, com grande variacdo na morfologia de seus prolongamentos. A maioria
deles sdo noradrenérgicos e apresentam positividade para reacdo imunocitoquimica a
tirosina hidroxilase, uma enzima essencial na sintese das catecolaminas (Lindh,
Lundberg et al. 1989; Masliukov and Timmermans 2004). As propriedades
neuroquimicas e funcionais dos neurdnios dos ganglios simpaticos diferem de acordo
com sua localizacdo na cadeia periférica (Lindh, Lundberg et al. 1989; Morris, Gibbins
et al. 1989; Gibbins 1992). Os neur6nios simpaticos apresentam diversas vias de
sinalizacdo que sdo importantes na regulacdo da sintese de neurotransmissores,
expressao génica, excitabilidade neuronal e resposta a fatores de crescimento
(Roivainen and Koistinaho 1996).
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O ganglio cervical superior (GCS), que utilizamos para obtencdo das células de
nosso interesse, possui organizacdo relativamente simples (Roivainen and Koistinaho
1996), apresentando também, arquitetura tecidual definida. Seus componentes incluem
neurdnios, interneurénios, também classificados como células pequenas intensamente
fluorescentes (SIF) e células da glia satélites que envolvem 0s neurdnios e suas
ramificacdes (Chiba and Williams 1975; Hedger and Webber 1976; Madariaga-Domich
and Taxi 1986). A morfologia do GCS ¢ alterada frente a estimulos fisioldgicos, ao
dano e envelhecimento (Andrews, Thrasivoulou et al. 1996). Além disso, esse ganglio
mantém transmissdo sinaptica e alta taxa metabdlica durante incubagdes in vitro
(Roivainen and Koistinaho 1996). Sendo assim os neurdnios isolados destes ganglios se
aplicam a estudos in vitro que visam compreender aspectos de sua estrutura e

func@o(Arantes, Lourenssen et al. 2000; Arantes and Andrews 2006).

Estudos in vitro representam uma alternativa para estudar aspectos especificos
de problemas in vivo, que sdo muito complexos em razdo da grande quantidade de
variaveis envolvidas. Essa ferramenta cientifica tem sido utilizada desde o inicio do
século passado e a primeira cultura descrita foi feita a partir de células do tecido
nervoso (Tolkovsky, Walker et al. 1990; Hamburger 1993). Desde entdo, os modelos in
vitro tem sido utilizados em areas de pesquisa béasica e aplicada, dentre elas a
neurobiologia, que utiliza essa ferramenta para estudar a dinamica do desenvolvimento
(Laerum, Steinsvag et al. 1985), a plasticidade de neurotransmissores (Jonakait 1993), a
acdo de agentes neurotoxicos e drogas (Aschner and Syversen 2004; Lonchamp, Dupont
et al. 2006), interacGes neurbnio-especificas (Lonchamp, Dupont et al. 2006) e aspectos
do crescimento neuritico (Nathan, Jiang et al. 2002; Arantes and Andrews 2006;
Almeida-Leite, Galvao et al. 2007; Kosacka, Gericke et al. 2009).

Os neur6nios simpaticos do GCS in vitro, na presenga de NGF e matrigel,
conservam suas principais caracteristicas morfoldgicas, preservam sinapses funcionais e
outras propriedades eletrofisiolégicas (Ko and Burton 1976; Wakshull and Johnson
1979), bem como mostram imunorreatividade para marcadores genéricos de neurdnios
como o produto protéico do gene 9.5 (PGP9.5) (Arantes, Lourenssen et al. 2000), entre
outros, permitindo a visualizagdo dos corpos neuronais e neuritos, facilitando a

interpretacdo de lesdes e a sua quantificagéo.
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Esse modelo também permite a investigacdo da extensdo, ramificacdo e
interconexdo de neuritos, fendmenos que fazem parte do processo de crescimento
neuritico e que sdo fundamentais para o desenvolvimento do SN (Prochiantz 1995;
Arantes and Andrews 2006). Durante o desenvolvimento do SN, cada neurdnio emite
um unico axénio que cresce guiado por um cone de crescimento, estrutura que orienta
0s axonios para a direcdo correta até seus alvos, que podem estar préximos ou distantes.

Ao atingir seus alvos, os axonios se arborizam e estabelecem sinapses (Lent 2008).

O crescimento neuritico baseia-se em mecanismos de exocitose e, portanto
requer transporte de vesiculas até as terminagfes do axénio, seguido pela adi¢do de
membrana nas extremidades dos processos de crescimento, assim como o rearranjo do
citoesqueleto (Zhou and Snider 2006; Pak, Flynn et al. 2008; Lowery and Van Vactor
2009; Tuck and Cavalli 2010; Winckler and Mellman 2010; Dent, Gupton et al. 2011).

Alguns estudos implicam também a v-SNARE (Soluble NSF-Attachment protein
Receptor proteins present on intracellular vesicles)/VAMP7 (Vesicle-Associated
Membrane Protein) nos eventos exociticos responsaveis pela extensdo neuritica
(Martinez-Arca, Coco et al. 2001). VAMP?7 foi originalmente identificada como uma
SNARE relacionada a sinaptobrevina (D'Esposito, Ciccodicola et al. 1996), resistente a
clivagem pelas neurotoxinas tetanicas e botulinicas (Galli, Zahraoui et al. 1998). Os
compartimentos intracelulares contendo VAMP-7 sdo reconhecidos como uma fonte de
membrana para o0 crescimento neuritico, uma vez que apds 0 seu silenciamento o
crescimento neuritico foi inibido (Alberts, Rudge et al. 2003). Essa proteina e 0
marcador lisossomal LAMP-1 (Lysosomal-Associated Membrane Protein 1) estdo
amplamente co-localizados em neurénios do GCS, presentes também nas regides distais
dos cones de crescimento nos processos de desenvolvimento neuritico (Arantes and
Andrews 2006).

Estudos de microscopia confocal tem elucidado a sequéncia de eventos que dao
origem ao cone de crescimento ap6s plagueamento de neur6nios in vitro, como é o caso
dos nossos experimentos. Primeiro, o rompimento do axonio, causado por lesdo, leva a
uma despolarizacdo instantanea e reestruturacdo de microtubulos (Erez, Malkinson et al.
2007). Essa reorganizacdo de microtdbulos continua até que o centro do cone de

crescimento seja circundado por uma rede de microtdbulos nas terminagdes do axénio
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lesado. Paralelamente a esse processo, ocorre um acumulo de vesiculas que sao
transportadas de forma anterdgrada a partir do centro do cone de crescimento (Erez,
Malkinson et al. 2007). A membrana de tais vesiculas tem origem no complexo de
Golgi (Erez, Malkinson et al. 2007; Prager-Khoutorsky and Spira 2009). Essas vesiculas
sdo exociticas e se fundem com a membrana plasmatica no centro do cone de
crescimento, auxiliando na formacdo e extensdo do cone de crescimento (Erez,

Malkinson et al. 2007; Prager-Khoutorsky and Spira 2009).
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Figura 1: Eventos do transporte de membrana nos processos de reparo e crescimento
axonal. A. Imediatamente ap6s a lesdo, o célcio entra pela terminacdo do axénio que foi
lesionada e desencadeia diversos processos que resultam no reparo da membrana e formagao do
cone de crescimento. B. Primeiro, o sinal de célcio inicia o processo de selamento do axénio,
gue consiste em uma barreira de membrana, esse fendmeno ocorre, em parte, pela atuacdo de
vesiculas endociticas, seguida por eventos de exocitose. C. Em seguida, os microtibulos se
reorientam no centro do cone de crescimento e formam uma rede, que permite o acimulo de
vesiculas originadas do complexo de Golgi. D. Vesiculas derivadas do complexo de Golgi se
fundem com a membrana plasmatica para formar o lamelopddio que se origina no cone de
crescimento. Ao mesmo tempo, a endocitose e a reorganizagdo de actina auxiliam no
remodelamento da terminagdo axonal. E. A extensdo do ax6nio ocorre através da adi¢do de
membrana no cone de crescimento. F. Ao mesmo tempo em que o axdnio cresce, ele forma
conexdes sinapticas com alvos poés-sinapticos, esse mecanismo envolve o transporte de

conjuntos de vesiculas pela zona ativa de transporte.
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Assim como a exocitose, a endocitose também € um evento importante para o
remodelamento da membrana axonal durante a organizacdo da formacdo do cone de
crescimento. Em funcdo disso, simultaneamente ao processo de exocitose, ha uma
aceleracdo da recuperacdo da membrana originada na superficie celular feita por
endocitose (Ashery, Penner et al. 1996). As vesiculas sdo formadas e em seguida sédo
transportadas de forma retrograda das pontas dos ax6nios para o centro do cone de
crescimento (Erez, Malkinson et al. 2007). Apesar da exocitose e endocitose ocorrerem
ao mesmo tempo, a endocitose é dominante, resultando numa perda da &rea de
superficie e retracdo parcial do axénio, mesmo quando o lamelopddio do cone de

crescimento se forma e inicia sua extensao (Ashery, Penner et al. 1996).

Apds a organizacao do cone de crescimento, 0 axdnio passa por um conjunto de
eventos complexos que remodelam a membrana levando ao surgimento de um
lamelopddio rico em actina e um cone de crescimento nascente. No nivel molecular, a
formacdo do cone de crescimento necessita da elevacio do ion Ca," intracelular,
subsequente ativacdo de proteases, quebra de espectrina e fusdo de vesiculas exociticas
derivadas do complexo de Golgi (Bloom and Morgan 2011). No processo de
complexificacdo neuritica e sua extensdo, estudos do nosso grupo implicaram as
vesiculas lisossomais tardias LAMP-1 positivas como fonte de membrana (Arantes and
Andrews 2006). Estes autores mostraram a presenca de vesiculas LAMP-1 positivas nas
pontas dos neuritos, bem como nos locais de ancoragem dos cones de crescimento no
substrato, implicando estas vesiculas, ja descritas como importantes para o fenémeno de
reparo celular dependente de célcio, também no reparo e crescimento neuritico in vitro
(Andrews and Chakrabarti 2005).

Alem dos mecanismos citados acima, 0 acesso aos constituintes da membrana
plasméatica sdo de igual importancia para a formacdo de nova membrana e
consequentemente para 0 crescimento neuritico. Um importante fator na formacao de
membranas € o aporte de lipideos, componente essencial de sua estrutura (Yeagle 1989).
Sabe-se que o colesterol e outros lipideos sdo usados para a sintese de membrana e para
atividades anabdlicas e catabdlicas das células de todo organismo, incluindo as do SNC,
qgue é um local de grande rotatividade de lipideos (Robinson and Rapoport 1989;
Andersson, Aberg et al. 1995).
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Assim como as demais células do organismo, os neurénios sdo completamente
revestidos por uma membrana plasmatica que separa o0 meio intracelular do extracelular.
A membrana plasmaética dos neur6nios é semipermeavel, composta por uma bicamada
lipidica, proteinas, glicidios e canais idnicos. A polaridade da membrana plasmatica do
neurdnio é diferente entre 0 meio intra e extracelular, essa propriedade € importante
para permitir o surgimento de uma diferenca no potencial elétrico entre 0 meio intra e
extracelular, gerando assim os sinais elétricos de comunicacdo entre neurdnios (Lent
2008).

A membrana dos neurdnios ndo é idéntica em toda a extensdo da célula e nem
entre diferentes neurdnios. A composi¢cdo de proteinas inseridas na membrana varia e
sdo fundamentais para as propriedades de circuito e de comunicagdo de cada neurénio.
As proteinas dispersas na bicamada lipidica sdo constituintes dos canais idnicos,
receptores e transportadores moleculares, moléculas de adeséo celular e enzimas (Lent
2008).

Embora as células que compdem o tecido nervoso sejam capazes de sintetizar
lipideos, elas podem também internalizar lipoproteinas presentes no ambiente (Pitas,
Boyles et al. 1987; Poirier, Baccichet et al. 1993). Devido ao bloqueio feito pela barreira
hematoencefalica, pode-se inferir que a passagem de macromoléculas é dificultada, por
isso, acredita-se que a sintese de lipideos é feita no proprio SNC usando componentes
presentes no plasma ou originados da sintese e secrecdo local (Roheim, Carey et al.
1979; Pitas, Boyles et al. 1987; Borghini, Barja et al. 1995).

A maior classe de lipideos presentes no soro, tais como colesterol e seus ésteres,
triglicérides e fosfolipideos sdo transportados em quatro grandes classes de
lipoproteinas: quilomicrons, lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL),
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e lipoproteinas de alta densidade (HDL)
(Stoffel 1984).

A classificacdo das particulas de lipoproteinas de acordo sua densidade é util, no
entanto ndo é capaz de refletir os aspectos funcionais referentes a cada uma das classes,
como por exemplo, o transporte de triglicérides em VLDL e quilomicrons para suprir
gastos energéticos e de colesterol e seus ésteres em LDL e HDL as células alvo, como

componentes da membrana plasmatica e precursores de hormdnios (Stoffel 1984).
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As lipoproteinas, como 0 nome sugere, possuem uma molécula de proteina
associada aos lipideos, as apolipoproteinas (apos) (Beffert, Danik et al. 1998), que nédo
apenas facilitam a solubilizacdo de lipideos insollveis em &gua, mas também
contribuem para o tamanho e forma das particulas de lipoproteinas. Algumas apos agem
como reguladoras de reacGes enzimaticas envolvidas no metabolismo lipidico, outras
como ligantes de receptores celulares que atuam na internalizacdo de lipoproteinas e em
seu metabolismo intracelular (Stoffel 1984). A descoberta das apolipoproteinas e seus
receptores ocorreu, principalmente, por causa do seu papel no metabolismo lipidico e no
controle dos niveis de colesterol. No entanto, tem sido descobertas novas fungdes para

essa proteina, especialmente aquelas relacionadas ao SNC (Beffert, Danik et al. 1998).

Pouco se sabe a respeito da presenca de apolipoproteinas no cérebro, uma vez
que, em extratos totais do cérebro de diversas espécies de mamiferos, ndo sao
identificados RNA mensageiros das apolipoproteinas mais comuns: apoA-I, apoA-Il,
apoA-1V, apoB, apoC-Il, apoC-Ill, apoF e apoH. Entretanto esses resultados néo
excluem a possibilidade da existéncia de baixas expressdes de mMRNA em populacdes
celulares especificas (Boyles, Pitas et al. 1985; Elshourbagy, Walker et al. 1986; Datta,
Li et al. 1987; Pitas, Boyles et al. 1987; Smith, Lawn et al. 1990; Simonet, Bucay et al.
1991; Namba, Tsuchiya et al. 1992; Day, Albers et al. 1994).

Por outro lado, diversas apolipoproteinas, incluindo apoA-I1, apoA-I1, apoA-1V,
apoC-1, apoC-11, apoC-lll, apoD, apoE e apoJ podem ser encontradas no fluido cerebral
espinhal de vérias espécies. Essas apolipoproteinas podem ser produto da sintese local
ou do plasma filtrado (Roheim, Carey et al. 1979; Salen, Berginer et al. 1987; Fujimoto,
Fukagawa et al. 1993; Borghini, Barja et al. 1995; Koudinov, Koudinova et al. 1996).

Entre as principais apolipoproteinas presentes em humanos, encontra-se a apoE,
presente em 10 a 20% da concentracdo de moléculas de VLDL e como componente
minoritario em todas as outras lipoproteinas. A apolipoproteina E (apoE) (35 kDa)
possibilita uma forte ligacdo entre particulas, pois atua como ligante a receptores
especificos. Nas membranas plasmaticas das células hepéticas, a apoE € responsavel
também pelo catabolismo de lipoproteinas remanescentes presentes no figado (Stoffel
1984). As células do parénquima hepatico produzem a maior parte da apoE presente no
plasma sanguineo de mamiferos, que também é produzida no baco, cérebro, pulmdes,

rins, tecidos linfatico e muscular (Zhang, Zhang et al. 2011).
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A apoE atua no metabolismo e transporte de colesterol e lipideos no plasma
sanguineo, no SNC e SNP (Boyles, Pitas et al. 1985; Stoll, Meuller et al. 1989; Zhang,
Zhang et al. 2011). No plasma, a apoE é o principal componente das lipoproteinas de
muito baixa densidade (VLDL) e de um grupo de lipoproteinas de alta densidade
(HDL), desempenhando um papel funcional na distribuicdo das lipoproteinas
plasmaticas (Beffert, Danik et al. 1998) e envolvida na redistribuicdo de triglicérides e

colesterol em diferentes tecidos (Mensenkamp, Jong et al. 1999).

Estudos do efeito da apoE em dano de nervo periférico e em cultura de
neuronios do SNC indicam que apoE pode influenciar no crescimento de neuritos e na
plasticidade neuronal de um modo isoforma especifico in vivo (Nathan, Bellosta et al.
1994; Holtzman, Pitas et al. 1995; Buttini, Orth et al. 1999; Teter, Xu et al. 1999). No
entanto, nosso trabalho estuda o crescimento neuritico na auséncia de apoE e suas

isoformas.

Animais nocautes para 0 gene que expressa a apoE (apoE -/-) foram criados,
inicialmente, para 0 uso em pesquisas relacionadas a patologia da aterosclerose devido
ao importante papel dessa molécula no transporte de lipideos (Plump, Smith et al.
1992). Atualmente, esse animal tem sido utilizado também para investigar o papel da
apoE na sintese de fatores de crescimento, como BDNF (brain-derived neurotrophic
factor), e moléculas envolvidas no processo de dor e nocicep¢do no sistema nervoso in
vivo (Hashikawa-Hobara, Hashikawa et al. 2011; Wang, Miki et al. 2011; Hinder,
Vincent et al. 2012).

Estudos em camundongos apoE -/- sugerem que a apoE protege o cérebro
contra danos agudos (Chen, Lomnitski et al. 1997) e ajuda a manter a integridade
neuronal durante o envelhecimento (Masliah, Mallory et al. 1995). Outros estudos,
entretanto, ndo observaram anormalidades neuroldgicas relacionadas a idade em
camundongos apoE -/- (Anderson, Barnes et al. 1998; Fagan and Holtzman 2000).
Nosso objetivo foi lancar luz sobre essas controvérsias através de desenhos
experimentais que incluem modelos in vitro, onde mecanismos intrinsecos podem ser

investigados.



23

O mecanismo patogenético mais importante nas doencas neurodegenerativas e
neurotraumas € a morte de neurénios. Compreender 0s mecanismos operantes na lesao
degenerativa e necrética neuronal € um passo fundamental para criar estratégias efetivas
de tratamento contra perda neuronal poés-traumatica ou relacionada ao processo de
envelhecimento. A capacidade de regeneracao dendritica ou axonal também pode variar
em diversos tipos de lesdes e contribuir para a patogénese de diversas doencas

neurodegenerativas (Fagan and Holtzman 2000).

Os efeitos da apoE na neurodegeneragdo no SNC e SNP sdo amplamente
estudados na manutencgdo da estabilidade do aparato sinapto-dendritico no SNC durante
0 processo de envelhecimento, em sua atuacdo como fator de crescimento neuronal na
auséncia e presenca do peptideo B-amildide in vitro, no remodelamento dendritico
hipocampal in vivo, na composicao e regeneracdo de nervos periféricos e na patogénese
da Doenca de Parkinson (Masliah, Mallory et al. 1995; Puttfarcken, Manelli et al. 1997;
Champagne, Rochford et al. 2005; Comley, Fuller et al. 2011; Verghese, Castellano et
al. 2011; Wilhelmus, Bol et al. 2011).

Como os resultados apresentados ainda séo conflitantes (Popko, Goodrum et al.
1993; Masliah, Mallory et al. 1995; Anderson, Barnes et al. 1998), decidimos investigar
o fendtipo in vitro dos neurdnios apoE-/- a fim de definir um papel para a apoE na
viabilidade ou vulnerabilidade neuronal e no crescimento neuritico em culturas

primarias de neurdnios do GCS.

Neste estudo longitudinal com avaliacdes nos tempos de 3, 6, 12 e 24 horas ap6s
plagueamento, descrevemos um fendtipo dos neurbnios simpaticos apoE -/- que
sugerem sua maior resisténcia a lesdo ou maior capacidade de regeneracdo em relacédo
aos neurdnios WT, abrindo caminho para posteriores abordagens experimentais que

investiguem 0s mecanismos envolvidos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar a participacdo da apoE no fenotipo do crescimento neuritico e sua
funcionalidade numa abordagem longitudinal em culturas primarias de neurdnios de

animais WT e apoE -/-.

2.2 Objetivos Especificos

As culturas priméarias de neurdnios simpaticos de animais WT e apoE -/- foram
utilizadas para estabelecer diferencas entre os fenotipos nos tempos de 3, 6, 12 e 24

horas quanto a:

e Viabilidade neuronal e a cinética do crescimento neuritico; através da
quantificacdo do numero de corpos celulares, nimero de neuritos primarios,

diametro celular e extensao neuritica.

e Diferencas estruturais e funcionais dos neurbnios através da avaliacdo da
expressao dos marcadores PGP 9.5, B-tubulina, GAP-43 e LAMP-1.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

As culturas primarias de neurdnios foram feitas a partir da dissec¢do dos ganglios
cervicais superiores (GCS) de animais neonatos com até trés dias de vida pertencentes a
linhagem C57BL/6 do tipo wild type (WT) e apoE-/-. Para a obtencdo dos neonatos,
uma rotina de cruzamentos planejados entre animais adultos (matrizes) dos dois tipos
foi mantida no biotério do Departamento de Patologia Geral do Instituto de Ciéncias
Biologicas (ICB)/UFMG. Inicialmente, as matrizes WT foram obtidas no Centro de
Bioterismo (CEBIO) do ICB/UFMG e as matrizes apoE -/- foram gentilmente cedidas
pela Proff Jaqueline Alvarez-Leite do Departamento de Bioquimica e
Imunologia/ICB/UFMG. Foram utilizados, no minimo, 5 animais por experimento.
Todos os procedimentos envolvendo os animais foram aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentagdo Animal (CETEA) da UFMG, sob protocolo nimero 255/08
(ANEXO 1).

3.2 Genotipagem das matrizes apoE -/-

3.2.1 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi utilizada para confirmar
a auséncia do gene que codifica a apoE nos animais apoE -/-. Essa reacdo envolve
iniciadores que permitem indicar a presenca do gene ou a substituicdo dele. O DNA
obtido para a reacgdo foi extraido de um pequeno fragmento da cauda dos camundongos
apokE -/- (C57BL/6) e selvagens (WT C57BL/6). De acordo com o protocolo de
extracdo do DNA adotado, foram adicionados 300 puL de NaOH 50 mM &s amostras,
que foram incubadas a 95 °C por aproximadamente 45 minutos. Em seguida, foi
realizada a agitacdo no vortex até que a maior parte do fragmento estivesse degradado e,
apos, adicionou-se 25 uL de Tris-HCI 1 M ph 8,0 com posterior centrifugacdo a 10000
rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi recolhido e transferido para outro microtubo e o
produto resultante foi utilizado para a PCR. Nessa reacdo, foram utilizados trés
iniciadores, sendo que o direto se anela no DNA do WT e do apoE -/-, um dos reversos
apenas no de WT e o outro reverso apenas no do apoE -/-. Assim, o fragmento
amplificado a partir do DNA dos nocautes apresenta 245 pb e dos WT, 155 pb. Os

resultados foram revelados em gel de agarose 1%.
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Tabela 1: Sequéncia dos primers utilizados na técnica de PCR. Os primers 180 e 181

amplificam a banda wild type (155 pb); 180 e 182 amplificam a banda do alelo afetado (245
pb).

Sequéncias dos primers

0IMR0180: | 5°GCC TAG CCG AGG GAG AGC CG 3’ Tm = 70,0°C

0IMRO0181: | 5’TGT GAC TTG GGA GCT CTG CAG C3’ Tm = 67,0°C

0IMR0182: | 5°GCC GCC CCG ACT GCA TCT 3° Tm = 69,0°C

3.2.2 Dosagem de colesterol

A dosagem de colesterol presente no soro sanguineo também foi utilizada para
diferenciar animais apoE-/- e WT. Os animais apoE-/-, devido a deficiéncia em apoE,
responsavel pela distribuicdo de lipideos e de colesterol, apresentam niveis elevados de
colesterol no soro sanguineo em relagdo aos animais WT (Zhang, Reddick et al. 1992).
Os niveis de colesterol total dos animais foram determinados por método enzimatico

colorimétrico (colesterol oxidase) utilizando-se kit comercial (Labtest, Brasil).

Para a dosagem do colesterol total, uma amostra de sangue foi colhida a partir de
um pequeno corte na extremidade da cauda dos animais. Em seguida as amostras foram
centrifugadas para obtencdo do soro sanguineo. Uma aliquota de 5ul de soro de cada
amostra foi diluida em 4gua deionizada na proporcdo 1:100 e, posteriormente, 100pL do
soro diluido e 100uL do reagente de cor (Kit Labtest) foram plaqueados em placa de 96
pocos e incubados por 15 min a 37°C. Apos, foi realizada a leitura da absorbancia a
492nm em um leitor de microplaca (Modelar Devices, modelo Spectra Max Plus). A
partir da leitura, obteve-se uma curva padrdo, sendo o resultado obtido pela equacédo da
reta multiplicado pelo fator de diluicdo, com obtencdo de valor correspondente a

concentragédo de colesterol total em mg/dL.
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3.3 Cultura primaria de neurénios

3.3.1 Obtencéo e dissecc¢éo dos ganglios

Os camundongos neonatos foram mortos por decapitacdo e cada cabeca foi
imediatamente posicionada sob a lupa (ZP101, Prior Scientific Instruments Ltd, Fisher
Scientific, Pittsburgh, PA, EUA) para localizacéo e retirada dos GCSs bilateralmente.
Foi utilizada uma solucdo de sais balanceada de Hanks (HBSS, H9269, Sigma-Aldrich
Company, St.Louis, EUA) tamponada com 10 mM de solugdo tampdo Hepes (H/H)
(15630-056, Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) para lavar o tecido e facilitar a
localizagcdo anatdmica e a retirada dos ganglios. Apds a remocédo, os ganglios foram
colocados em gotas de H/H em uma placa de cultura de 60x15mm (Becton Dickinson,
New Jersey, USA).

Apos a coleta de todos os ganglios, o tecido conjuntivo e 0s vasos porventura
aderidos foram retirados sob observacdo a lupa. Todos os procedimentos foram
executados em ambiente limpo, utilizando-se pincas e tesouras cirargicas delicadas
previamente desinfetadas. A solucdo H/H utilizada permaneceu estéril até o inicio do
sacrificio dos animais, momento em que o tubo e a placa de cultura foram abertos para

permitir a lavagem das cabecas e a colocacdo dos ganglios nas gotas da solucao.

3.3.2 Dissociacdo enzimatica das células ganglionares

A partir desta etapa, trabalhou-se em capela de fluxo laminar, em ambiente
estéril. Para o estabelecimento de culturas de neurdnios, os ganglios mantidos em gotas
de H/H foram transferidos com uma pipeta de Pasteur para um tubo contendo 2 ml de
tripsina (T5266, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) na concentragéo de 0.3 % em
H/H. Em seguida, o tubo fechado contendo os ganglios foi incubado a 37°C em
atmosfera de 5 % de gas carbdnico (CO,) e 95 % de umidade pelo periodo de 60
minutos. A cada 10 minutos, o tubo foi gentilmente agitado para evitar que os ganglios
se aderissem a superficie do tubo, otimizando a acdo da enzima sobre os tecidos. Apds
esse periodo, o sobrenadante contendo a solugdo enzimética foi cuidadosamente

removido, preservando os ganglios ainda integros no fundo do tubo.
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3.3.4 Dissocia¢@o mecanica das células ganglionares

Apols a remocdo da solucdo de tripsina, 1 ml de meio de cultura Dulbecco’s
Modified Eagle (DMEM, Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) enriquecido com 10%
de Soro Fetal Bovino (SFB, Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e com o0s
antibidticos Penicilina (100 Ul/ml, P433, Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, EUA) e
Estreptomicna (10000 pg/ml, P433, Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, EUA) foi adicionado
ao tubo e os ganglios foram aspirados repetidas vezes dentro de uma pipeta de Pasteur
com o intuito de dissociar mecanicamente as celulas ganglionares. Apds a desintegracdo
dos ganglios, as células foram contadas em camara de Neubauer e a suspensdo de

células foi reservada até o seu plagueamento.

Para estabelecimento da cultura de neurdnios, a superficie da laminula de vidro
(Glasscyto, Brasil) no fundo dos pogos de cultura recebeu uma camada fina de Matrigel
(354234, BD, Franklin Lakes, NJ, EUA) na diluicdo 1:1 em meio DMEM serum free
estéril (11995-065, Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). As superficies dos pocos
foram tratadas antes do plagueamento das células em tempo suficiente para secagem em

ambiente estéril.

3.3.5 Plagueamento das células

As células obtidas em suspensdo ap6s 0s procedimentos de dissociacdo foram
diluidas em meio completo para obtencéo de densidade de 2x10* células em volumes de
500 pl/pogo e foram plaqueadas em placas de 24 pocos (LCP024, Lavie, Brasil). A
densidade minima de 5x10° células plaqueadas por pogo garante um padrdo adequado
de densidade e distribuicdo das células em cultura (Arantes, Lourenssen et al., 2000;
Almeida-Leite et al., 2007). As células foram plaqueadas sobre laminulas de vidro de 13
mm de didmetro (Glasscyto, Brasil) previamente tratadas com Matrigel para posteriores
reacOes de imunofluorescéncia e documentacBes fotograficas. Para obtencdo das
culturas de neurdnios, NGF (N-100, Alomone, Jerusalem, Israel) na concentracdo de 10
ng/ml foi adicionado a solucdo de células em meio completo. O NGF ¢ indispensavel a

viabilidade neuronal in vitro e deve ser adicionado a cultura a cada 48 horas.
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3.4 Imunofluorescéncia

As culturas celulares foram submetidas a técnica de imunoflourescéncia para a
avaliacdo da expressdao dos marcadores [-tubulina, marcador de microtubulos
especificos de neurdnios (Hoffman 1989), PGP 9.5, marcador genérico de neurbnios,
GAP-43, proteina associada ao crescimento neuritico (Hoffman 1989) e LAMP-1,
glicoproteina lisossomal presente em vesiculas exociticas (Advani, Yang et al. 1999;
Rao, Huynh et al. 2004). A Tabela 02 a seguir especifica 0s anticorpos primarios e

secundarios utilizados.



Tabela 2: Caracterizacao dos anticorpos primarios e secundarios.
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Nome do Marca e Origeme Sistema de Diluicéo do
anticorpo referéncia Diluicao deteccdo/anticorpo anticorpo
comercial secundario secundario
PGP 9.5 UltraClone Ltd policlonal de Alexa Fluor 488
Yarmouth, coelho . .
e donkey anti-rabbit 1:250
€ino 1:600 1gG (Invitrogen,
Unido USA)
B- tubulina Millipore Monoclonal de Alexa Fluor 488
EUA camundongo goat anti-mouse 1:400
1:400 (Invitrogen, USA)
GAP-43 Millipore Policlonal de Alexa Fluor 546
EUA coelho goat anti-rabbit 1:400
1:200 (Invitrogen, USA)
Lamp-1 Hybridoma Monoclonal de Alexa Fluor 568
Bank, USA; rato goat anti-rat 19G 1:250
Cedido pela Dr. 1:100 (Invitrogen, USA)
Norma
Andrews,

University of

Maryland
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Apos fixacdo em formol a 10%, as laminulas foram lavadas em trés banhos de
solucdo tampdo fosfato (PBS) 10% por cinco minutos cada. Em seguida foram
incubadas sucessivamente em soro normal de cabra na diluicdo 1:20 (NGS, Cripion
Biotechnology, Brasil), albumina bovina a 2% (BSA, Inlab, Brasil) e soro normal de
camundongo (NMS) 1:100 por 15 min cada. Em seguida, as células foram
permeabilizadas por saponina a 0,05% durante 20 min a temperatura ambiente. As
células foram, entdo, incubadas com os anticorpos priméarios por, no minimo, 50 min e,
no maximo, 2 horas e com 0s anticorpos secundarios por 40 min & temperatura
ambiente. O controle negativo das reagdes foi feito pela omissdo do anticorpo primario
resultando em baixa reatividade. Entre cada etapa, as laminulas foram lavadas em trés
banhos de cinco minutos em PBS 10%. Para deteccdo do ndcleo e sua caracterizacao
morfoldgica, utilizou-se 0,2 pg/mL do marcador Hoechst (H1399, Molecular Probes,
Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) com incubacdo por 10 min a temperatura ambiente e
posterior lavagem em PBS 10% por trés vezes. Ap6s montagem das laminulas em
hydromount (HS-106, National Diagnostics, Atlanta, GA, USA), as mesmas foram
analisadas ao microscopio de fluorescéncia Olympus BX51 e as imagens foram obtidas
para a documentacdo através do software Image-Pro Express 4.0 (Media Cybernetics,
MD, USA).

3.5 Analise quantitativa dos corpos neuronais e extensdo neuritica em culturas
apoE -/-e WT

As imagens das areas de maior concentracdo celular das culturas neuronais fixadas
foram obtidas no aumento 1600 X no microscépio invertido Olympus 1X71 equipado
com camera Hamamatsu Orca Il cooled CCD e o software MetaMorph. Foram obtidas
10 imagens de cada laminula. Os neurénios foram distinguidos das células da glia por
suas caracteristicas morfoldgicas. A quantificacdo dos corpos neuronais, neuritos
primarios, didmetro do corpo neuronal, extensdo neuritica e intensidade de fluorescéncia
foi feita utilizando o software ImageJ 1.44 (disponivel em http://rsbweb.nih.gov/ij/).
Para a quantificacdo da extensdo neuritica foram escolhidos 15 neuritos em cada
imagem. Os neuritos foram medidos por uma linha tracada em sua extensdo e 0s
valores dessa medida foram obtidos em micrometros e representados graficamente. As
imagens das marcagOes por imunofluorescéncia foram convertidas em escala de cinza e

submetidas a analise da intensidade do sinal fluorescente para ambos 0s genoétipos entre


http://rsbweb.nih.gov/ij/
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60 e 200 niveis de cinza. A area de marcacao foi delimitada e a intensidade de
fluorescéncia dessa area foi determinada automaticamente pelo programa Image J. Os
dados obtidos foram normalizados e convertidos em representagdes graficas através do
programa GraphPad Prism 5.0.

3.6 Analise Estatistica

Os resultados obtidos de, no minimo, dois experimentos independentes foram
avaliados quanto a significancia estatisticas pelos testes One-way ANOVA ou teste T de
Student para dados paramétricos, Mann-Whitney ou ANOVA-Kruskal-Wallis para
dados ndo paramétricos e Two-way ANOVA. Valores de probabilidade iguais ou
menores que 0.05 foram considerados significantes. Os testes estatisticos foram feitos

através do programa GraphPad Prism 5.0.
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4 RESULTADOS
4.1 Caracterizagao dos animais apoE-/-

4.1.1 Genotipagem e Dosagem do Colesterol total dos animais apoE -/-

Os animais apoE -/- utilizados nesse trabalho tiveram seu gendtipo confirmado
por PCR e pela quantificacdo do colesterol no plasma sanguineo. A delecdo do gene

apoE e os niveis elevados de colesterol foram observados em todos os animais apoE -/-.

ApoE”

500pb
400ph
300ph
200pb

100pb

Figura 2: Gel de agarose 1,5% representativo do resultado da genotipagem dos animais
ApoE -/- . No controle negativo (C-), foram adicionados todos os reagentes com excecdo do DNA.
No controle positivo, adicionamos 0 DNA extraido de um animal apoE -/- cujo genotipo havia
sido previamente confirmado. O fragmento obtido a partir da amplificacdo do DNA do animal WT

possui 155pb. Ja o amplicon gerado pelo DNA molde dos animais apoE -/- possui 245pb.
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Figura 3: Colesterol total de animais WT e apoE -/-. Gréfico representativo
da dosagem de colesterol pelo método enzimatico colorimétrico através do Kit

comercial LabTest. ***p<0,001.
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4.2 Analise qualitativa das culturas primarias

Os aspectos morfoldgicos ao campo claro das culturas neuronais estdo

documentados na Figura 4 e descritos a seguir.

4.2.1 Culturas de animais WT

Apos 3 horas de plagueamento, as culturas primarias WT apresentaram corpos
celulares com morfologia homogénea e menor tamanho em relacéo aos tempos de 6, 12
e 24h. Algumas células apresentaram neuritos primarios, mas, devido ao seu tamanho
reduzido, a extensdo desses neuritos ndo foi medida neste tempo. A maior parte das
células apresentou aspecto viavel, com presenca de raros debris celulares e alguns
corpos celulares de grande volume (Figura 4A). A auséncia das células da glia parece
ndo alterar a morfologia dos neur6nios nem sua capacidade de emitir neuritos primarios.
Nenhuma alteracdo morfoldgica evidente foi observada entre experimentos na presenca
de células da glia e na auséncia das mesmas (dados nédo apresentados para henhum

dos tempos).

Seis horas apdés o plagueamento, observou-se a presenga de corpos celulares
volumosos, maior nimero de emissdes de neuritos primarios e maior extensdo neuritica
(Figura 4C).

Doze horas ap6s o plagueamento, os corpos celulares mantiveram as
caracteristicas observadas nos tempos anteriores, mas apresentaram-se agrupados. Nesse
tempo houve um aumento na extensdo dos neuritos, formando uma rede neuritica

complexa, ndo observada nos tempos anteriores (Figura 4E).

No tempo de 24 horas, as células apresentaram-se mais agrupadas e a extensdo e

complexidade neuritica também estavam aumentadas (Figura 4G).

4.2.2 Culturas de animais ApoE -/-

As culturas primarias apoE -/- ap6s 3 horas de plagueamento apresentaram, em
geral, corpos celulares de tamanhos regulares. No entanto, aparentaram ser, em media,
maiores que os corpos celulares de neurénios WT. Nesse tempo observou-se também a
presenca de varios corpos celulares de tamanho bastante aumentado, o que ndo ocorreu
em culturas primarias WT do mesmo tempo. Em relacdo & emissdo de neuritos

primarios, as culturas primarias WT e apoE -/- exibiram o mesmo padrdo. Assim como
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nas culturas WT, a extensdo neuritica ndo pode ser medida devido aos pequenos
comprimentos dos neuritos (Figura 4B). Semelhante as culturas WT, ndo observou-se
nenhuma diferenca entre culturas apoE -/- com presenca ou auséncia de células da glia,
sugerindo que essas células ndo interferem na morfologia dos neurdnios e nem em sua

capacidade de emitir neuritos (dados ndo apresentados para nenhum dos tempos).

Seis horas ap6s plagueamento, houve uma diminuicdo no namero de corpos
celulares volumosos e um aumento no nimero de neuritos primarios. A extensao
neuritica também apresentou-se aumentada nesse tempo em relagdo as culturas WT
(Figura 4D).

Apdbs doze horas, os corpos celulares mantiveram as caracteristicas observadas
nos tempos anteriores. Os corpos celulares apresentaram-se mais aglomerados e 0s
volumosos tornaram-se mais raros. Houve um aumento na extensdo dos neuritos,
formando uma rede neuritica complexa, ndo observada nos tempos anteriores. Essa rede
foi visivelmente mais densa nos animais apoE-/- quando comparado aos WT (Figura
4F).

Para o tempo de 24 horas, as observacGes foram semelhantes as culturas
priméarias WT, com corpos celulares bastante agrupados, extensdo neuritica aumentada e

maior complexidade da rede (Figura 4H).
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Figura 4: Aspectos de culturas neuronais do GCS de animais WT e apoE -/- as 3, 6, 12 e 24
horas apés plagueamento. Culturas primarias neuronais do GCS foram obtidas de camundongos
neonatos WT e apoE -/- e mantidas a 37°C em atmosfera de 5% CO, por 3, 6, 12 ou 24h. Em
seguida, foram fixadas com formaldeido a 10%. Aspectos de culturas neuronais do GCS de animais
WT (A, CeE) e apoE -/- (B, D e F). Culturas neuronais as 3 (A, B), 6 (C, D), 12 (E, F) e 24 horas
(G,H) apds plagueamento. Setas indicam neuritos e setas espessas indicam corpos neuronais. Barra

de escala representa 50 pm.
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4.3 Anélise morfométrica quantitativa

4.3.1 Sobrevida neuronal in vitro

Uma vez que nossa analise qualitativa indicou que os neurbénios apoE -/-
mostravam-se mais volumosos e com aspecto mais integro, estudamos a viabilidade

neuronal através da contagem dos numeros de corpos celulares (Figura 5).

Observamos que a viabilidade neuronal ¢ maior nos animais apoE -/- o que é
evidenciado no tempo de 12 horas ap6s o plaqueamento. Com relacdo as culturas WT
houve diminuicdo no namero de corpos celulares das culturas de 6, 12 e 24 horas

comparadas ao tempo de 3 horas apds plagueamento.
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Figura 5: Numero de corpos celulares neuronais por area. Culturas primarias neuronais do
GCS foram obtidas de camundongos neonatos WT e apoE -/- mantidas a 37°C incubadas 5%
CO, por 3, 6, 12 ou 24h. Em seguida, foram fixadas com formaldeido a 10%. Culturas apoE -/-
apresentaram maior namero de corpos celulares/area em relagdo as culturas WT as 12 horas ap0s
o plagueamento (*p<0,01). Barras representam a média e o erro padrdo médio de dois
experimentos independentes em, no minimo, triplicatas, *p<0,05 representam culturas WT em
relacdo a apoE -/- 12 horas ap6s plaqueamento, # p<0,05 representa culturas WT de 6, 12 e 24h

em relacdo &s culturas WT de 3 horas ap6s plagueamento.
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4.3.2 Diametro dos corpos neuronais

De acordo com nossa analise qualitativa, observamos que, no tempo de 3 horas ap6s
plagueamento, o didmetro dos corpos neuronais apoE -/- apresentavam-se aumentados
em relacdo ao controle WT. Esse parametro pode ser utilizado também como indicador
da viabilidade neuronal e indiretamente da capacidade de reparo de membrana. A partir
dessa observacdo, fizemos a medida do diametro do corpo neuronal em culturas
neuronais apoE -/- e WT fixadas ap6s 3 horas de plaqueamento. Esse dado sugere que a
auséncia da apoE associa-se com aumento da area dos corpos neuronais in vitro

imediatamente apds o plaqueamento confirmando a nossa impresséo.

N
o
]

*

o1
1

o

WT apoE-/-

Diametro dos corpos celulares ( um)
'_\
o

Figura 6: Diametro dos corpos celulares neuronais as 3 horas. Culturas primarias apoE -/-
apresentaram maior didmetro de corpos celulares em relagdo as culturas WT as 3 horas apds o
plagueamento (*p<0,05). Barras representam o erro padrdo médio de dois experimentos

independentes em, no minimo triplicatas.
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4.3.3 Namero de neuritos primarios

Baseados em nossas observagdes qualitativas e considerando a importancia da apoE
nos fendmenos relacionados com a formacao dos cones de crescimento neuritico e das
membranas plasmaticas no fenétipo de resisténcia ou susceptibilidade a lesdo nos
animais WT e apoE-/-, medimos o numero de brotamentos primarios presentes nos
corpos neuronais. Observamos que 3 horas apds o plagueamento, as culturas apoE -/-

apresentaram maior nimero de neuritos primarios/célula em relacéo as culturas WT.
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Figura 7: NUmero de neuritos primarios por neurdnio. Culturas neuronais apoE -/-
apresentam maior ndmero de neuritos primarios por neurbnios as 3 horas. Barras
representam a média e o erro padrdo médio de dois experimentos independentes, em no

minimo, triplicatas, *p<0,05.
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4.3.4 Extensdo neuritica

Com base nas observacdes descritas na andlise qualitativa, submetemos as culturas a
uma analise quantitativa para mensurar a extensdo neuritica nos tempos de 6, 12 e 24

horas apos plaqueamento.

B
2007 2001
= B
‘-:i- *kk 5 *xk
< 1504 - 150
8 L Kk
\g Fokk E
2 1007 —— 2 100-
o [
{qs} %
g 504 %k lé’ 50+ =
£ £
L ni
0 04
WT apoE -/-
C
2001
’é O wT
-
Sl B Ao
I * —_
Q —
K=
S
> 1001
[
o
i
c 501
QL
< | |
L
0
6h 12h 24h

Figura 8: Extensdo neuritica as 6, 12 e 24 horas p6s plaqueamento. Culturas neuronais
WT (A) e apoE -/- (B) mostraram um aumento significativo na extenséo neuritica ao longo
do tempo. Apo6s 12 horas (C), culturas de neurbnios apoE -/- apresentaram maior extensdo
neuritica em relagdo a culturas. Barras representam a média e o erro padrdao médio de dois

experimentos independentes, em no minimo, triplicatas, *p<0,05,***p<0,001.
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4.4 Andlise imunohistoquimica

4.4.1 PGP 9.5 e B-tubulina

Devido as diferencas observadas na extenséo neuritica entre culturas WT e apoE -/- nos
decidimos avaliar a expressdo de alguns marcadores como B-tubulina, um marcador
especifico de microtibulos de neurdnios (Hoffman 1989) e PGP 9.5, um marcador
genérico de neurdnios, com a finalidade de estabelecer diferencas estruturais entre
neuronios WT e apoE -/-. Nao foram observadas diferencgas na expressao de B-tubulina
e PGP 9.5 na marcacdo por imunofluorescéncia, embora a quantificacdo da intensidade
de fluorescéncia desses dois marcadores ndo tenha sido feita (Figura 9). Esse resultado
sugere que essas proteinas estruturais sdo expressas de maneira semelhante em

neuronios WT e apoE -/-.
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B-tubulina

Figura 9: Expressao de p-tubulina e PGP 9.5. Imunoflourescéncia em neurénios WT (A e C) e
apoE -/- (B e D) anti B-tubulina (verde, A e B) e anti PGP 9.5 (verde, C e D). Setas indicam neuritos

e setas largas indicam os corpos celulares neuronais. Barra de escala representa 30 pum.
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4.4.2 GAP-43 e LAMP-1

Através da técnica de imunofluorescéncia, nos verificamos a expressdo de GAP-43,
uma proteina associada ao crescimento neuronal, e LAMP-1, uma glicoproteina
lisossomal presente em vesiculas exociticas. A expressdo de GAP-43 em neur6nios
apoE -/- foi maior em relacdo aos neurénios WT 12 horas ap6s plagueamento (Figura
10 AB,G) (**p< 0,01). A quantificacdo da intensidade de fluorescéncia foi feita a
partir da delimitacdo da area fluorescente e o valor obtido foi convertido em Unidades
Arbitrarias (U.A.). Em relacdo & expressdo de LAMP-1, os neurbnios apoE -/-
apresentaram maior expressao em relacdo a neurébnios WT 6 horas ap6s plaqueamento
(Figura 10 E,F,H) (*p< 0,05). No entanto, no tempo de 12 horas apds plagueamento,

0s neurdnios WT e apoE-/- apresentaram expressao semelhante de LAMP-1.
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Figura 10: Expressao de GAP-43 e LAMP-1. Imunofluorescéncia de neurénios do GCS de
animais WT (A e C) e apoE -/- (B e D) utilizando anticorpos policlonais anti GAP-43
(vermelho, A e B) e anticorpos monoclonais anti LAMP-1 12 horas ap6s plagueamento
(vermelho, C, D) e 6 horas apds plagueamento (E, F). A intensidade de fluorescéncia em
unidades arbitrarias (U.A.) esta representada em G para GAP-43 12 horas pés plaqueamento e
H para LAMP-1 6 horas ap6s plaqueamento. Barra de escala representa 30 um. Barras
representam a média e o erro padrdo médio de dois experimentos independentes, em no
minimo, triplicatas, **p< 0,01, *p< 0,05.
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5 DISCUSSAO

A abordagem in vitro da neurobiologia apresenta diversas vantagens em relacédo
a abordagem in vivo, dentre elas a possivel selecdo de neurdnios e de diferentes tipos de
células da glia para o estabelecimento das culturas. Essa abordagem permite também o
estudo direto das interacbes intercelulares (Laerum, Steinsvag et al. 1985), a
manipulacdo do ambiente extracelular e a observacéo direta (Tiffany-Castiglioni 1993).
Muitos estudos utilizam linhagens celulares geneticamente modificadas, como células
imortalizadas e células cancerosas, para realizar ensaios in vitro. No entanto, as células
de cultura primaria, obtidas diretamente de tecidos de um organismo, sdo mais similares
as células presentes in vivo, pois se apresentam normalmente diferenciadas e mantém
caracteristicas morfoldgicas e funcionais observadas no tecido, tais como: a sintese e
secrecao de produtos especificos, a capacidade de contragdo e, no caso de neurdnios, a
emissdo de axdnios eletricamente excitaveis e capazes de fazer sinapse com outras
células nervosas. A manutencdo das propriedades tipicas das células originais em
células de cultura priméaria permite o estudo de aspectos celulares que seriam muito
menos acessiveis no tecido, demonstrando a sua importancia como ferramenta
metodoldgica (Tolkovsky, Walker et al. 1990). Embora estudos in vitro apresentem
vantagens em relacdo aos modelos in vivo, é importante citar os desafios no
delineamento experimental e na interpretacdo dos resultados que os modelos de cultura

celular e tecidual oferecem (Tiffany-Castiglioni 1993).

No caso de culturas primarias obtidas de neonatos apoE -/-, encaramos o desafio
adicional de obter ninhadas com numero suficiente de animais para permitir a coleta de,
no minimo, 14 a 18 ganglios, que, idealmente, permitiriam o plagueamento da
quantidade necessaria de po¢os para analisar todas as variaveis que pretendiamos nesse
estudo nos diversos tempos experimentais. As ninhadas de animais apoE -/- eram
freqientemente pequenas (menos de 7 animais), exigindo duas ninhadas por
experimento, 0 que produziu atrasos no nosso cronograma de repeti¢des. Além disso,
tivemos dificuldade com a padronizacao inicial dos experimentos devido a inviabilidade
do NGF por problemas de acondicionamento. A preservacdo do NGF e o controle de

sua atividade tem sido agora feitos de maneira rotineira em nosso laboratorio.
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A cultura priméaria de neurdnios simpaticos do GCS, que vem sendo utilizada
por nosso grupo para estudar a lesdo neuronal estrutural e a cinética do crescimento
neuritico ap6s acdo de diversos estimulos (Arantes and Andrews 2006; Almeida-Leite,
Galvao et al. 2007) apresenta algumas particularidades metodolégicas como:
dependéncia de Matrigel e de fator de crescimento nervoso (NGF) para a sobrevivéncia
e emissdo de prolongamentos in vitro. O Matrigel € um gel comercial que mimetiza a
matriz extracelular e sua presenga nos pocos de cultura é essencial a fixagéo, viabilidade
dos neurdnios e ao crescimento de neuritos em cultura (Blennerhassett and Bienenstock
1998; Arantes, Lourenssen et al. 2000). Esse gel tem sido utilizado em estudos in vitro
de diversos tipos celulares devido a sua capacidade de reconstituir a membrana basal
com similaridades em estrutura, composicdo e propriedades fisicas e funcionais
encontradas in vivo (Kleinman, McGarvey et al. 1982; Kleinman, Graf et al. 1987;
McGuire and Seeds 1989; Katz, Barrette et al. 1992). Associado aos componentes da
matriz extracelular, o NGF também é essencial a sobrevivéncia de neurdnios simpaticos
em cultura e sua auséncia por um periodo superior a 18 horas esta relacionada a
ocorréncia de apoptose neuronal (Martin, Schmidt et al. 1988). Além disso, 0 NGF é
necessario para a emissao de prolongamentos (Reynolds and Perez-Polo 1981), para a
diferenciacdo (Greene and Tischler 1976) e para o desenvolvimento de sinapses in vitro,
tanto em culturas priméarias quanto em células da linhagem PC12 derivadas de
feocromocitoma da medula da adrenal de ratos (Zhou, Xu et al. 2006). O NGF, também
é essencial para a sobrevivéncia dos neurdnios e exerce seus efeitos bioldgicos pela
ligacdo a duas classes de receptores de superficie celular, receptores de alta afinidade
tirosina quinase (TrkA) e receptores transmembrana de baixa afinidade de neurotrofinas
p75 (p75NTR) (Geetha and Wooten 2008; Moises, Wuller et al. 2009). Os receptores
TrkA quando ativados podem levar a um aumento na concentracdo de ions de calcio.
Uma concentracdo basal de ions de calcio parece ser importante para a sobrevivéncia
dependente de NGF de neurbnios simpaticos in vitro (Koike and Tanaka 1991), mas
ainda existem davidas se a sinalizacé@o de calcio dependente de NGF é necesséria para o
crescimento neuritico (Tolkovsky, Walker et al. 1990).

Apesar das dificuldades descritas acima, que provocaram uma drastica reducdo
no tempo para a execucdo de nosso estudo, realizamos a avaliagédo longitudinal do

crescimento neuritico em culturas primarias advindas de animais WT e apoE -/-. Ao
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seguirmos nossas culturas por 3, 6, 12 e 24 horas apés plaqueamento, foi possivel
acompanhar mudancas na morfologia do corpo neuronal e no crescimento neuritico ao

longo do tempo.

Em um primeiro momento, quantificamos os parametros que séo indicadores de
viabilidade neuronal, tais como: o nimero de corpos neuronais, que € indicativo da
sobrevida neuronal, nimero de neuritos primarios e didmetro do corpo celular neuronal.
Tais parametros indicaram maior nimero de neurdnios as 12 horas e neuritos primarios

e maior volume do corpo neuronal nos animais apoE -/- as 3 horas.

A densidade minima de 5 x 10° células plagueadas por poco garante um padrdo
adequado de densidade e distribuicdo das células em cultura (Arantes, Lourenssen et al.,
2000). Sendo o neurbnio uma célula perene, é de fundamental importéncia verificar o
namero de células com membranas intactas, nucléolos evidentes e aspecto morfol6gico
caracteristico de neurbnios que persistiram nos tempos estudados. Nossos resultados
demonstraram maior numero de células com aspecto morfologico preservado em
culturas apoE -/- em relacdo a WT no tempo de 12 horas apo6s plagueamento. No tempo
de 3 horas apds plaqueamento, os neurdnios apoE -/- apresentaram corpos celulares
maiores em relacdo as culturas WT. Esses dados sugerem que a auséncia da expressao
de apoE possa interferir nos mecanismos de morte celular. Divergente aos nossos dados,
Hayashi e colaboradores, 2007 demonstraram que a sinalizacdo através de apoE via
LRP1 (low density lipoprotein receptor 1) promove a sobrevida celular (Hayashi,
Campenot et al. 2007). Portanto, estudos mais detalhados dos mecanismos de morte

celular nos neurénios apoE -/- sdo necessarios.

Os neur6nios apoE -/- apresentaram maior nimero de neuritos primarios em
relacdo aos neurdnios WT 3 horas apés plaqueamento. Nosso resultado contrasta com o
observado por Champagne e colaboradores que afirmaram que o brotamento no SNC de
animais apoE -/- ¢ mais tardio em relacdo aos animais controle (Champagne et al.,
2005). Esses pesquisadores investigam o papel da apoE no SNC em neurbnios
hipocampais e a diferenga encontrada em nosso estudo em relacdo a esse trabalho pode
residir no tipo de neurénio utilizado em nossos experimentos que pertencem ao GCS
situado no SNP. No entanto, alguns estudos indicam que neurdnios do ganglio da raiz
dorsal in vitro e neurdnios simpaticos apoE -/- também apresentam menos brotamentos

neuriticos (Handelmann, Boyles et al. 1992; Maysinger, Holmes et al. 2008).
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Maysinger e colaboradores indicam que o brotamento de neuritos induzido por
NGF intracelular em animais apoE -/- pode ser bloqueado por algumas moléculas
enddgenas, entre elas as ceramidas, que sdo constituintes da membrana celular e atuam
como segundo mensageiro de sinalizacdo para lipideos (de Chaves, Bussiere et al. 2001;
Hannun and Obeid 2008; Maysinger, Holmes et al. 2008). Estudos anteriores apontam
que a ceramida C, uma ceramida sollvel em agua e analoga a ceramidas naturais, inibe
0 crescimento axonal em neurdnios simpéticos in vitro (de Chaves, Bussiere et al.
1997). Acredita-se que os efeitos das ceramidas no brotamento de neuritos podem
surgir, em parte, através da modulacéo que essa molécula exerce na concentracdo local,
distribuicdo e dindmica de proteinas/receptores da membrana plasmatica presentes nas
balsas de membrana (Chiantia, Kahya et al. 2006; Chiantia, Ries et al. 2008). Dessa
forma, em nosso estudo, a investigacdo do mecanismo pelo qual a auséncia da apoE

resulta em maior brotamentos de neuritos primarios precisa ser realizada.

Além dos dados relacionados a viabilidade neuronal, as culturas apoE -/-
apresentaram maiores extensdes neuriticas em relacdao as culturas WT, com diferenca
estatistica no tempo de 12 horas apds o plaqueamento. Sabemos que 0s principais
efeitos da deaferenciagdo ocorrem no momento do plaqueamento e imediatamente ap6s
sob acdo do NGF e dos sinais de calcio derivados da ligacéo a este receptor, ocorrendo
acelerada exocitose de vesiculas de reparo nas membranas, que em seguida séo seladas
e iniciam a polarizacdo em extensdes neuriticas (Pandiella-Alonso, Malgaroli et al.
1986; Rehder, Jensen et al. 1992). No nosso estudo, esses efeitos parecem ter ocorrido
de forma diferente entre os neurdnios WT e apoE -/- e sido evidenciados apenas no
tempo de 12 horas. No tempo posterior a 12 horas, as culturas se equipararam em
termos de morfologia dos corpos neuronais, densidade da trama neuritica e aspecto dos
mesmos, indicando provavelmente certo equilibrio na taxa de manutencdo das
membranas neuronais ou outros mecanismos compensatorios (Arantes and Andrews
2006).

Estudos do efeito da apoE em dano de nervo periférico e em cultura de
neurdnios do SNC indicam que apoE pode influenciar no crescimento de neuritos e na
plasticidade neuronal in vivo (Nathan, Bellosta et al. 1994) (Holtzman, Pitas et al.
1995) (Buttini, Orth et al. 1999) (Teter, Xu et al. 1999), atuando também como receptor

na sinalizacdo celular, alterando a fosforilagdo de diversas proteinas e afetando o
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crescimento neuritico (Herz and Beffert 2000). Outros estudos demonstram que a apoE
estd envolvida em alteracdes na densidade de espinhas dendriticas em modelos animais
e tecido humano (Ji, Gong et al. 2003). Em animais deficientes para apoE tem-se
observado que o crescimento neuritico é diminuido durante o envelhecimento e na
presenca da isoforma 4, que é considerada fator de risco para doencas
neurodegenerativas (Masliah, Mallory et al. 1995) (Strittmatter, Saunders et al. 1993).
Baseado nessas e outras observacdes, a apoE tem sido implicada nos processos de
reparo e/ou protecdo de neurdnios frente a lesdes, embora os mecanismos envolvidos
permanecam ainda desconhecidos (Hayashi, Campenot et al. 2007). Além disso, estudos
in vitro tem demonstrado que a apoE associada a lipoproteinas estimula o crescimento
neuritico em diversos neurénios do SNC e SNP (Beffert, Danik et al. 1998) (Nathan,
Jiang et al. 2002). No entanto, alguns estudos indicam que a regeneracdo de nervos
periféricos ocorrem de forma semelhante entre animais apoE -/- e controles (Popko,
Goodrum et al. 1993; Goodrum, Bouldin et al. 1995; Gilbert and Murphy 2004).
Masliah e colaboradores encontraram poucas sinapses, dendritos edemaciados e
vacuolizados e a recuperacdo pés lesdo foi prejudicada em animais apoE-/- comparados
com animais selvagens (Masliah, Mallory et al. 1995). Esses animais também
apresentaram déficits cognitivos que puderam ser corrigidos com uma infusdo de apoE
nos ventriculos laterais do cérebro (Masliah, Samuel et al. 1997). Entretanto, outros
estudos ndo observaram nenhuma neuropatologia evidente nesses animais (Anderson,
Barnes et al. 1998). Estudos prévios indicam que embora a producdo de apoE esteja
aumentada apds lesdo no SNP em camundongos, a neuroregeneragao ocorre mesmo na
auséncia da apoE. Esse fenbmeno poderia ser explicado pela super producéo de apoD e
apoA-I (Boyles, Notterpek et al. 1990)

Em situacdo de lesdo, ap6s o rompimento de axdnios, as terminacfes danificadas
ficam expostas ao meio extracelular, portanto, o primeiro passo do processo de reparo
axonal/regeneracdo € selar ou fechar as membranas danificadas num processo
dependente de ions calcio (Ziv and Spira 1993; Krause, Fishman et al. 1994; Spira,
Dormann et al. 1996; Eddleman, Ballinger et al. 1997; Ziv and Spira 1997). Apds o
selamento do axdnio, esse é rapidamente convertido em um cone de crescimento, cuja

funcdo é restabelecer conexdes com alvos pds-sindpticos (Bloom and Morgan 2011).
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Para avaliar a composicao estrutural e a funcionalidade dos neuritos de animais
WT e apoE -/- durante o processo de regeneracdo pods lesdo, utilizamos marcadores bem
estabelecidos na literatura: B-tubulina, uma proteina diretamente envolvida no processo
de alongamento axonal (Yamada, Spooner et al. 1971; Menezes and Luskin 1994), PGP
9.5 (Almeida-Leite, Galvao et al. 2007), GAP-43 uma proteina associada ao
crescimento neuronal, também denominada neuromodulina B-50, P-57, F1 e pp46
(Hoffman 1989), utilizada como marcador relacionado a regeneracdo em neur6nios
sensoriais (Song, Li et al. 2008) e LAMP-1 (Arantes and Andrews 2006). Ao
investigarmos a expressdo desses marcadores para a identificacdo do potencial
regenerativo e alongamento dos neuritos, apos a lesdo gerada pela deaferenciacéo,
demonstramos que as culturas WT e apoE -/- diferiram na expressdo de GAP-43 e
LAMP-1, mas ndo na expressao de p-tubulina e PGP 9.5. Esse resultado sugere que
neurbnios WT e apoE -/- conservaram suas caracteristicas morfoldgicas e exibiram
neuritos vidveis com varicosidades visiveis, evidente através da imunoreatividade para
PGP 9.5. A expressao semelhante desses dois marcadores sugerem também gque ambos
0S neurdnios possuem uma composi¢ao estrutural similar e pode nédo estar relacionada a

maior viabilidade e crescimento neuritico em animais apoE -/-.

Durante o processo de formacdo de cones de crescimento algumas proteinas
associadas ao crescimento neuritico, denominadas GAPSs, sdo mais abundantes em
neurdnios que apresentam cones de crescimento do que em neurbnios que ja
estabeleceram suas conexdes sindpticas. A GAP 43 é uma dessas proteinas de
crescimento, produzida e transportada em grande quantidade durante o desenvolvimento
e regeneracdo axonal, é também umas das principais proteinas que constituem a
membrana derivada do cone de crescimento (Meiri, Willard et al. 1988). O aumento na
expressdo de GAP-43 é frequentemente usado como um marcador de regeneracao
neuritica ou do brotamento de axénio apds dano traumatico in vivo e também ¢é
indicador de sobrevivéncia neuronal in vitro (Anand, Otto et al. 2008; Nagamoto-
Combs, Morecraft et al. 2010). Alguns estudos indicam que a expressdo de GAP-43 é
aumentada logo apds lesdo tecidual e que, momentos depois, a expressao retorna a
niveis constitutivos. Li e colaboradores, 1998 descrevem que MAP-2 e GAP-43 sdo
marcadores precoces e sensiveis de dano neuronal causado por isquemia (Li et al.,

1998) e uma intensa expressdo de GAP-43 foi detectada em células granulares do giro
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denteado mesmo 3 horas apos isquemia (Tagaya, Matsuyama et al. 1995). Os neurdnios
apoE -/- apresentaram maior expressao de GAP-43 12 horas p0os plaqueamento. Devido
a auséncia de apoE podemos inferir que a membrana desses neurbnios seja menos
estavel e, portanto, mais fluida. Essas propriedades podem tornar a membrana mais
suscetivel ao dano, que, por sua vez, aumenta a expressdo de GAP-43, que esta

associada a regeneracéo neuritica.

Alguns dos mecanismos envolvidos no reparo e no crescimento de axonios séo
semelhantes aos mecanismos que atuam no transporte de vesiculas e liberacdo de
neurotransmissores em axodnios ndo lesados. Ambos os mecanismos envolvem calcio, v-
SNARES e t-SNARES, proteinas essenciais para a maquinaria molecular responsavel
pela fusdo de membranas (Rothman 1994). Estudos anteriores demonstraram que
compartimentos intracelulares contendo v-SNARES VAMP7 participam do transporte
de membrana intracelular para os locais de enlongamento neuritico (Martinez-Arca,
Alberts et al. 2000; Martinez-Arca, Coco et al. 2001; Alberts, Rudge et al. 2003)
(ROTHMAN, 1994). Arantes e Andrews, 2006 mostraram que VAMP7 e o marcador
lisossomal LAMP-1 estdo amplamente co-localizados em neurdnios do GCS. A
marcagdo positiva para LAMP-1 foi amplamente visualizada nos corpos celulares,
aglomerados de vesiculas e também na regido distal dos neuritos (Arantes and Andrews
2006). A marcacdo para LAMP-1 em nosso estudo também foi abundante em corpos
celulares, no entanto, ndo encontramos marcagdo nas regides distais de crescimento
neuritico nos tempos de 6 e 12 horas, diferente do observado pelos autores acima
citados (Arantes and Andrews 2006) As culturas apoE -/- apresentaram maior
intensidade de fluorescéncia para LAMP-1 6 horas apds plaqueamento, demonstrando
que as vesiculas LAMP-1 positivas podem participar de forma expressiva do processo

de crescimento neuritico na auséncia de apoE -/-.

Nossos achados de maior nimero de neuritos primarios e diametro do corpo
neuronal 3 horas e maior nimero de células e extensdo neuritica 12 horas apds
plagueamento nos neurdnios derivados de animais apoE-/- indicam que, na auséncia
desta apolipoproteina, hd maior adicdo de membranas derivadas de vesiculas ou do
sistema de endomembranas celular para reparar e selar a célula neuronal danificada pela
deferenciagdo e traumas mecanicos e enzimaticos resultantes do seu isolamento. Nosso

grupo ja trabalhou com esta hipdtese em um modelo similar ao nosso, no qual
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demonstrou que, pelo menos em parte, uma fonte importante de membranas nestes
fendmenos precoces eram as vesiculas endossomais/lisossomais tardias, LAMP-1

positivas.

Investigamos a expressdo de LAMP-1 em nossas preparacdes nos tempos de 6 e
12 horas e obtivemos maior intensidade de fluorescéncia, evidenciando maior expressao
nos neurdnios e cones de crescimento derivados de apoE-/- quando comparados aos

derivados de WT 6 horas apos plaqueamento.

Nossos dados ainda sdo preliminares uma vez que nao so as vesiculas LAMP-1
positivas, mas todas as vesiculas doadoras de membrana descritas em neurdnios devem
ser examinadas e comparadas entre os grupos. Ndo sabemos qual a porcentagem de
outras apolipoproteinas presentes nos diversos compartimentos celulares neuronais nem
se ha diferencas na sua distribuicdo nos diferentes compartimentos e membranas
derivadas. No entanto, seria importante detectar se esse fendmeno afeta
indiscriminadamente membranas internas e externas no neurénio, o que poderia ter

implicacdes na resisténcia a lesdo e/ou na capacidade de reparo.
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6 CONCLUSAO

Nosso estudo evidenciou que na auséncia da apoE 0s neurbnios mostraram-se
mais viaveis (maior nimero de neurdnios e didmetro do corpo neuronal) 3 horas apés
plaqueamento e com maior capacidade de crescimento neuritico 12 horas in vitro. Em
relacdo a expressdo de moléculas estruturais (B-tubulina e PGP 9.5) e funcionais (GAP-
43 e LAMP-1) observamos que a apoE ndo interfere na expressdo das moléculas
estruturais; no entanto a expressao de GAP-43 e LAMP-1 séo influenciadas por apoE,

que tiveram sua expressao aumentada na auséncia da mesma.

Em conjunto, nossos resultados demonstraram divergéncias quanto a outros
trabalhos em relacdo ao crescimento neuritico e a sobrevida de neurénios de animais
apoE -/- e WT in vitro. Embora trabalhos em modelos animais e in vitro ndo possam ser
transferidos diretamente para seres humanos, nossos resultados sdo relevantes para a
compreensdo dos mecanismos patogenéticos das doencas neurodegenerativas e também

abrem perspectivas para o desenvolvimento de formas de terapia.



S7

7 ABSTRACT

Apolipoprotein E (apoE) is a plasma protein involved in the transport of hydrophobic
molecules. In the nervous system, apoE is involved in the release of lipids and
cholesterol, and can operate in the maintenance of neuronal membranes, which is
essencial for neuronal repair and / or remodeling during development and posttraumatic
regeneration. The main objective of this study was to evaluate the involvement of apoE
in neuronal viability maintenance and neurite outgrowth in vitro. Primary neuronal
cultures were obtained from superior cervical ganglia (SCG) of C57BL/ 6 wild-type
(WT) or apoE-/- neonatal mice. Morphological aspects and quantification of total
number of neurons and neurite length of WT and apoE -/- cultures were comparatively
evaluated. ApoE -/- cultures showed greater number of neuronal bodies in comparison
to WT cultures (p <0.05) and greater neurite length at 12 hours after plating.
Furthermore, both cultures showed immunopositivity to tubulin, PGP 9.5, GAP-43 and
LAMP-1, these markers were used to establish structural and functional differences
between WT and apoE -/- neurons. Our data demonstrate that the survival rate and
morphology of WT and apoE-/- neurons are distinct in vitro, suggesting possible
differences in post deafferentiation mechanism of regeneration, which is relevant for the

study of neurodegenerative diseases.

Key words: neuron, neurite outgrowth, apoE, in vitro, primary culture
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Certificamos que o Protocolo n® 255/2008, relativo ao projeto intitulado
* Investigando a participacdo da apolipoproteina E nos processos de lesdo e
reparo neuronal in vitrd’, que tem como responsavel(is) Rosa Maria Esteves
Arantes , esta(30) de acordo com 0s Principios Eticos da Experimentacdo Animal,
adotados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA/UFMG),
tendo sido aprovado na reuniao de 10/ 12/2008.

Este certificado expira-se em 10/ 12/ 2013.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 255/2008, related to the project entitled
“Participation of apolipoprotein F in the processes of injury and neuronal
repair in vitro’, under the supervisiors of Rosa Maria Esteves Arantes, is in
agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the
Ethics Committee in Animal Experimentation (CETEAJ/UFMG), and was
approved in December 10, 2008.

This certificate expires in December 10, 2013.

Belo Horizonte, 12:88 Dezembrg d 2008.
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Prof. Humberto Pereira Oliveira
Coordenador do CETEA/UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il - 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
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Av. Prof. Alfredo Batena 190 / sala 533
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registro 2011657452. As quatorze horas do dia 27 de fevereiro de dois mil e treze, reuniu-se
no Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG, a Comissac Examinadora de defesa de
dissertac3o, indicada pelo Colegiado do Programa de Pés-Graduagao em Patologia da UFMG,
para julgar, em exame final, o trabalho intitulado: “INVESTIGAGCAO DO PAPEL DA
APOLIPOPROTEINA-E NO CRESCIMENTO NEURITICO EM CULTURAS PRIMARIAS DO
GANGLIO CERVICAL SUPERIOR DE ANIMAIS WT E ApoE -/-.”, requisito final para a
obtengdo do grau de Mestre em Patologia, pelo Programa de Pos-Graduagao em Patologia da
UFMG - Area de Concentracdo em Patologia Investigativa. Abrindo a sess&o, a Presidente da
Comissdo, Profa. Rosa Maria Esteves Arantes, apds dar a conhecer aos presentes o teor das
normas regulamentares do trabalho final passou a palavra a candidata para apresentagao do
seu trabalho. Seguiu-se a arguigdo pelos examinadores com a respectiva defesa da candidata,
Logo apds, a Comiss&o se reuniu sem a presenca da candidata e do publico para julgamento e
expedicdo do resultado final, Foram atribuidas as seguintes indicagées:

Profa Rosa Maria Esteves Arantes/Orientadora Instituicdo: UFMG Indicagdo: """ Lo

Profa. Camila Megale de Aimeida Leite/Coorientadora Instituicdo: UFMG  Indicagao: _&\_“ vaal oo

Profa. Cristina Guatimosim Fonseca Instituic3o: UFMG Indicagao: A[z}&vc do

Profa. Milene Alvarenga Rachid Instituicdo: UFMG  Indicagao: 2/e0s72 577
Pelas indicagdes, a candidata foi considerada __ = o= v e

O resultado final fol comunicado publicamente & candidata pela Presidente da Comissao.
Nada mais havenda a tratar, a Presidente encerrou a reuniao e lavrou a presente ATA, que
serd assinada por todos os membros participantes da Comissdao Examinadora. Belo
Horizonte, 27 de fevereiro de 2013.

Profa. Rosa Maria Esteves Arantes o o Sla Cc . 2

Profa. Camila Megale de Almeida Leite Criadad e
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Profa. Milene Alvarenga Rachid _____£¢x ﬁ(

Profa. Rosa Maria Esteves Arantes (Coordenadora) Lo Alirn s
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