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Cultura de células neurais adultas humanas

e
Método de gota em suspensdo - 1940
Dissociagdo mecdnica e enzimdtica — 1960
Marcadore Imunocitoquimicos

Astrocitos: Glutamina sintase, Proteina acida glial fibrilar
Microglia: EBM/11, Leu-M5
Oligodendrocitos: Galactocerebrosidades

Fibroblasto: Fibronectina

Imortalizagdo



Micréglia A

Sdo os macréfagos residentes no SNC.

Correspondem de 5% a 20% das células gliais.

Estado Normal =2 marcador CD11b lexpressao de MHC

< Mudancas no microambiente

Estado Ativo == mudang¢as na morfologia, bioquimica e fungdo

I expressdo de MHC




Micréglia R
.00
Micréglia ativada: citocinas (TNF-a, IL-11-B, IL-6) ou moléculas

proé-inflamatérias.

I danos no SNC
Fenotipicamente e funcionalmente diversificado.
< resultados benéficos e prejudiciais

Alzheimer, Parkinson, doenga de Huntington e epilepsia do
lobo temporal



lsolamento
R

Alta capacidade de aderéncia a garrafa de
cultivo.

Tipos ndo aderentes podem ser removidos.
Varia de 2hr a 1 semana.
Alto nivel de pureza microglial.

Pode ser purificado novamente.



Cultivo
-

Meios comerciais

Cultivo com astrécitos — M-CSF (Fator estimulante
de col6nia de fagdécito mononuclear)

Cultivo apenas com M-CSF.



Caracterizagdo
e

Morfoldgicas
Ensaios imunocitoquimicos

Funcionais



Morfoldgica
S

1. Grande achatado - oval.
2. Aparéncia longa, quase tubular ou em forma de bastonete.
3. Redondas grandes, com aparéncia vacuolizada.

5. Muito pequenas e redondas.

O
0
O
-1 4. Semelhante ao tipo lll, mas com um perfil circular irregular.
O
-1 6. Forma de estrela.

0

7. Ramificada com ramos curtos.




Ensaios imunocitoquimicos

-0V
Marcadores que reconhecem CD45, CD68, CD11b and CD14.

HLA-DP, DQ,DR(MHCII) andCD1 1¢ que indicam a capacidade de
apresentar antigenos.

lbal — peptideo produzido pela micréglia ativada.

PU.1 — presente em micréglia em niveis elevados.

Marcador de CD45 (verde)
e Marcador nuclear PU.1 (vermelho)



Ensaios imunocitoquimicos
-

Problema: nem todos os marcadores sdo
especificos.

Executar mais de um tipo de ensaio.

Utilizacdo de marcadores ndo — microglial.



QOutras técnicas...

Griffonia simplicifolia Lectin Stain e




Ensaios Funcionais
I

Funcdo Fagocitdria - utilizando esferas de latex.

Motilidade - altamente mdveis, movimento em
tempo real.

Proliferacdo — aumento na proliferacdo



Aplicacdo
[
Testar potencias agentes anti-inflamatérios;
Beneficios de anti- inflamatdérios — ibuprofeno;
Alzheimer

Parkinson — alguns estudos revelam que a micréglia
pode desempenhar um papel de seletividade por
neurdnios DA (Mastroeni et al., 2009).



Astrocitos
e

Sdo vdrios tipos de células em forma de estrela (de onde lhes
vem o nome: astro= estrelq, cito= célula).

Os astrocitos, sdo as células da neurdglia que possuem as
maiores dimensdes. Existem dois tipos de astrécitos: os
protoplasmdticos e os fibrosos.

Os astrécitos protoplasmdaticos predominam na substdncia
cinzenta, e os astrécitos fibrosos predominam na substdncia
branca do cérebro.



Fibroso

Astrécito Protoplasmdtico

http://www.nucleodeaprendizagem.com.br



Os astrécitos, desempenham fungcdes muito importantes, como
a sustentacdo e a nutricdo dos neurdnios.

Além disto evidéncias provam que estes desempenham papéis
importantes na manutengdo que incluem:

dd

modulag¢do da comunicagdo sindptica
funcdo intracelular via gliotransmissco e jungdes tipo GAP
regulagdo do fluxo sanguineo cerebral

manuteng¢do do ambiente extracelular



Podem sofrer alteracdes morfolégicas e funcionais em resposta
a doengas especificas, e estimulos tém sido implicados em:

AD(DOENCA DE ALZHEINMER), PD(DOENCA DE PARKINSON),
HD(DOENCA DE HUNTINGTON) e ELA (esclerose lateral
amiotréfica).



Imunoquimicamente astréocitos podem ser rotulados com
anticorpos  contfra  GFAP, um  marcador  utilizado
extensivelmente para este tipo de célula.

Ou em combinag¢do com outros marcadores astrociticos tais
com; glutamina sintetase ou vimentina.

Uma caracteristica de astrécitos adultos é que eles tém uma
baixa taxa de proliferacdo basal, mas que pode ser
aumentada em resposta a IFN.



Astrécitos tendem a se concentrar em mecanismos celulares ou
processos imunes / inflamatérios em geral, ao invés de uma
doenca especifica .

No contexto de inflamacdo, os pesquisadores examinaram a
expressdo de receptores especificos e os efeitos de citocinas e
outros mediadores inflamatérios do modo como eles podem
regular a ativagdo de astrécitos.



Por exemplo, o receptores metabotrépico do glutamato em
astrociticos tem se mostrado em sinergia com a IL-1 para
aumentar a produgdo da IL-6, citocinas proé-inflamatérias,
sugerindo que ele pode desempenhar um papel na regulagdo
das respostas inflamatérias no cérebro.



Estudos sugerem que os astrécitos desempenham um papel
central na manutencdo de um estado inflamatérios. No
entanto, os astrécitos também podem ser neuroprotetores.

Isto tem sido demonstrado por um estudo mostrando que a
ativacdo de Toll-like receptor-3 em astrécitos ,induz a
expressdo de uma série de mediadores neuroprotetores que
poderiam melhorar a sobrevivéncia neuronal, salientando
assim a diversidade de papéis desenvolvidos por astrécitos no
cérebro.



e

Oligodendrécitos oo

Responsdveis pela formagdo, e manutencdo da
bainha de mielina dos axénios do SNC.

Condugdo rdpida do impulso nervoso.
Representam 30% da glia.

Doengas inflamatérias desmielinizantes do SNC.



e

Oligodendrécitos oo

Isolamento - falta de aderéncia

Morfologicamente — células pequenas e redondas que
comecam a estender os processos depois de alguns dias em
cultura.

Marcadores — galactocerebroside (GC); 2,3-cyclic nucleotide
3-phosphodiesterase (CNPase); proteina bdsica de mielina.

Populagdo mista de oligodendrécitos em culturas.



Aplicacdo
-
Principalmente estudos para EM.

Oligodendrécitos + citocinas como (TNF) = danos
nucleares (D'Souza et al., 1995).

TNF se liga a um de seus ‘receptores morte’ que
levam a morte celular.

IFN, foi considerada que ele poderia mediar a
expressdo de faz.

Oligodendrécitos + IFN = oligodendrécitos mais
suscetiveis a apoptose (Pouly et al., 2000).



Neuronios
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Neurdnios, ou células nervosas, sdo células altamente
especializadas no SNC que processam e transmitem
informacgdes.

A perda de neurdnios e sua conectividade é a causa central
dos transtornos cerebrais, tais como AD, PD, HD .

FIGURA 1

Representacao simplificada de um neurénio
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O neurbnio pode ser considerado a unidade bdsica da
estrutura do cérebro e do sistema nervoso.

A membrana exterior de um neurdénio toma a forma de vdrios
ramos extensos chamados dendritos, que recebem sinais
elétricos de outros neurdnios, e de uma estrutura a que se
chama um axoénio que envia sinais elétricos a outros neurdnios.



O espaco entre o dendrito de um neurénio e os telodendritos
de outro é o que se chama uma fenda sindptica: os sinais sdo
transportados através das sinapses por uma variedade de
substdncias quimicas chamadas neurotransmissores.
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Os neurdnios recebem continuamente impulsos nas sinapses de
seus dendritos vindos de milhares de outras células.

Os impulsos geram ondas de corrente elétrica (excitatéria ou
inibitéria; cada uma num sentido diferente) através do corpo
da célula até a uma zona chamada a zona de disparo, no
comeg¢o do axonio.



A doenca depende sobre a localizagdo e a funcdo dos
neurdnios sensiveis.

Compreensdo dos mecanismos de toxicidade neural e
pesquisas de formas para se proteger contra a morte celular
neuronal € um tema central na pesquisa em neurociéncia.

Protocolos para isolar neurdnios do cérebro humano adulto
foram publicados , embora existam poucos quando
comparados com estudos utilizando culturas de células gliais.



Este pode ser um indicativo da complexidade de seu
isolamento e manutencdo em cultura, seu fendtipo pds-mitdtico
e sua sensibilidade as mudangas no ambiente.

Métodos de isolamento de tecidos frescos ou congelados
para bidpsia e / ou post-mortem de tecidos utilizados para
dissociagcdo mecdnica e filtragcdo, seguido por centrifugagdo
de densidade para obter fraccdes celulares contendo
neuronios .



Mais  recentemente, pesquisadores demonstraram a
capacidade de manter a cultura dos neurdnios humanos
adultos a partir de tecido cirdrgico, utilizando protocolos

desenvolvidos anteriormente para os neurbnios de ratos
adultos.



Fibroblastos humano recombinante, fator de crescimento e
horménio esterdide dehidroepiandrosterona 3 — sulfato, em
neurdnios de roedores adultos, os pesquisadores descobriram
que em cerca de 40% dos casos, em média de 20% das
células vidveis foram imunopositivas para o neurofilamento
neural e proteina associada microtubulos (MAP) -2 e Tau e
poderia ser mantido em por muitas semanas em cultura .



A porcentagem de neurdnios que manteve seu fendtipo e
funcdo na cultura pode ser aumentada para cerca de 80%
por enriquecimento usando uma classificagdo imunomagnética
DNA linker- técnica.



Células tronco neurais (NSC)
A

Auto-renovagdo
Multipoténcia

Capacidade de gerar/regenerar tecido
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Cultivo celular
_




Neurosphere (NS)

Descrita em 1992
[Reynolds e Weiss]

Teoria: NS sdo
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Neurosphere (NS)

Diferentes tipos celulares (heterogeneidade)
Sem organizacdo espacial
Interagoes célula-célula ndo especificas

Estrutura tridimensional




Perspectivas NS
e

1 Natureza dindmica do

nicho NSCs

1 Estimulos ambientais

I Marcadores definidos

para NSCs




Monolayer

NS + EGF e FGF2

Derivagdo e propagagdo
A oX
Alta competéncia ':’

Bidimensional
Homogeneidade da populagcdo aderente

Minimizar a diferenciacdo espontdnea




Adult brain

Neurosphere

Neuronal
differentiation




Aplicagoes
-

Terapia celular == Doencas degenerativas

1. Gerar células (quantidade e especificidade)
2. Considerar degeneracdo ambiente / sobrevivéncia

3. Regenerar circuitos
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