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1.  INTRODUÇÃO 

 

O AVC isquêmico é uma importante causa de incapacidade em adultos e é a 

terceira causa de morte em nações industrializadas (1). No entanto, suas 

opções terapêuticas são ainda reduzidas. Nas últimas duas décadas, tem-se 

dado atenção especial a fármacos neuroprotetores em isquemia cerebral. 

Contudo, os bons resultados obtidos em laboratório não foram observados nos 

ensaios clínicos (2,3).   

Modelos experimentais in vitro e in vivo são necessários para determinar a 

cascata de eventos fisiopatológicos que sucedem a isquemia e para testar 

novos fármacos neuroprotetores. Os modelos in vitro são vantajosos pela fácil 

acessibilidade, e as culturas organotípicas de hipocampo são particularmente 

úteis por manter certos aspectos do hipocampo in vivo (4-6). 

  No pré-condicionamento isquêmico cerebral, uma isquemia inicial subletal 

aumenta a resistência neuronal à subseqüente isquemia mais severa. Apesar 

de numerosos estudos, os mecanismos envolvidos e a importância clínica 

desse fenômeno ainda não são completamente entendidos (7,8). 

A trombina possui um efeito duplo na morte e na sobrevida celular: em altas 

concentrações, promove a morte neuronal apoptótica em culturas de astrócitos 

e de neurônios, enquanto em baixas concentrações induz à neuroproteção (9). 

Inibidores de trombina como a hirudina e a protease nexina-1 (PN-1) vêm 

sendo pesquisados como neuroprotetores em isquemia e em situações nas 

quais a trombina exerce papel deletério, respectivamente (10-12).   
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Com o objetivo de melhor compreender os mecanismos envolvidos no pré-

condicionamento isquêmico cerebral e de pesquisar o envolvimento da 

trombina na fisiopatologia da isquemia cerebral, testamos dois mecanismos de 

neuroproteção, o pré-condicionamento isquêmico e a inibição de trombina 

através da hirudina e da PN-1. O modelo experimental utilizado foi o de 

culturas organotípicas hipocampais submetidas à privação combinada de 

oxigênio e glicose (POG). 
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2. EMBASAMENTO TEÓRICO 

 

          O acidente vascular cerebral (AVC) isquêmico representa uma 

importante causa de incapacidade e é a terceira causa de morte em paises 

industrializados (1). Cerca de 700.000 AVCs ocorrem nos Estados Unidos a 

cada ano, o que corresponde a um evento a cada 45 segundos. Destes, 

150.000 resultam em morte e 88% são eventos isquêmicos. Estima-se que, 

desse total, 500.000 correspondam a primeiros eventos e 200.000 a eventos 

recorrentes (13).  

          No Brasil, considerando dados estatísticos oficiais de 2002, o AVC de 

todos os tipos aparece como primeira causa de mortalidade, com 87.344 

óbitos, e a doença coronariana como segunda causa, com 81.505 óbitos. Esse 

padrão foi mais evidente em mulheres do que em homens e também foi mais 

observado em regiões onde o nível de pobreza é maior, como região norte, 

nordeste e centro-oeste (14). Com o envelhecimento progressivo da população, 

é provável que o número de AVCs aumente substancialmente, já que esse 

evento é altamente relacionado com a idade (15). 

          Visando à melhora do prognóstico neurológico no AVC isquêmico, uma 

variedade de novas estratégias farmacológicas para neuroproteção em 

isquemia tem sido desenvolvida.  A definição de neuroproteção  nem sempre é 

simples; porém, em geral, é uma intervenção não necessariamente 

farmacológica que objetiva limitar o volume do infarto, principalmente por inibir 

o aumento de calcio intracelular, impedir a ativação de radicais livres e diminuir 

a morte celular apoptótica ou necrótica (2,16). Durante a isquemia cerebral, 
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ocorre uma série de eventos bioquímicos que ocasionam despolarização, 

ativação dos canais de cálcio e aumento excessivo de aminoácidos 

excitatórios, especialmente o glutamato.  A ativação dos receptores de 

glutamato acarreta influxo de cálcio intracelular, ativação de enzimas 

intracelulares e morte neuronal. O maior conhecimento desses eventos 

fisiopatológicos que sucedem a isquemia cerebral resultou em um grande 

número de candidatos a agentes neuroprotetores, a grande maioria  testada 

com sucesso em modelos animais (2,3,16,17). Todavia, embora se mostrem 

eficazes em modelos experimentais, nenhum desses agentes farmacológicos 

provou ser neuroprotetor em ensaios clínicos até o presente momento (16,17).  

          Os modelos experimentais in vivo e in vitro de isquemia cerebral 

conseguem reproduzir com certa fidedignidade o que acontece em seres 

humanos e, por isso, são bastante usados para delinear uma série de eventos 

patológicos complexos que se seguem à isquemia cerebral transitória ou 

permanente, bem como para testar novas drogas protetoras em isquemia 

cerebral (3,17). 

          Os modelos in vivo são utilizados tanto para se estudar a fisiopatologia 

da isquemia cerebral quanto novas estratégias terapêuticas. Atualmente, 

existem modelos que tentam assemelhar-se o máximo possivel com as 

condições clínicas humanas, como modelos de isquemia global ou transitória, 

trombótica ou embólica, hipertensiva ou animais com comorbidades.  A 

vantagem desse sistema é que ele pode reproduzir a isquemia sob condições 

ideais, controlando-se possíveis variáveis capazes de modificar os resultados, 

como severidade, duração ou localização do evento isquêmico, eliminando a 

variabilidade inerente à situação clínica.  Entretanto, esses modelos sofrem 
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influências sistêmicas e vasculares que podem afetar diretamente os 

neurônios. Assim, prefere-se os modelos in vivo para verificar a eficácia de 

uma droga e os modelos in vitro para examinar os mecanismos moleculares 

envolvidos na morte neuronal isquêmica  (2,3,18,19). 

          Os modelos in vitro são sistemas simplificados, porém específicos, de 

mecanismos de dano neuronal. As vantagens de trabalhar diretamente com as 

células ou com o tecido in vitro consistem na fácil acessibilidade, além de testar 

rapidamente agentes químicos ou estudar in situ produtos do metabolismo do 

tecido em questão. O controle de variáveis como temperatura, nesse tipo de 

modelo, é muito mais fácil e não há interferência de mecanismos 

homeostáticos compensatórios. O uso de anestésicos também é dispensável, 

evitando-se, assim, problemas com depressão do sistema nervoso central 

(SNC) (20,21).     

           A maior parte dos estudos de hipoxia cerebral que utilizam cultura de 

células tem sido realizada com culturas primárias de neurônios hipocampais de 

roedores, neurônios granulares do cerebelo ou neurônios neocorticais. Esses 

neurônios ou são isolados em meio de cultura específica, ou são cultivados 

junto com astrócitos. A cultura celular é de fácil acesso a microscopia, 

histologia e eletrofisiologia. No modelo de isquemia in vitro, as culturas 

celulares são submetidas à privação de oxigênio e glicose (POG) (3,21). Na 

POG, as células ou os tecidos são submetidos a hipoxia em uma câmara 

umidificada em meio de cultura hipoglicêmico (21). 

           As culturas organotípicas, ou culturas de “fatias” ou cortes cerebrais, 

mantêm a estrutura do tecido, as interações celulares e a maior parte das 

respostas celulares observadas no cérebro intacto após isquemia experimental, 
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como a despolarização do tipo depressão alastrante (20,22), e têm sido uma 

alternativa para estudar a morte neuronal induzida por modelos excitotóxicos 

(23), hipoglicêmicos (23) e por privação combinada de glicose e oxigênio, esta 

mimetizando uma situação de isquemia (24).   

          As culturas organotípicas de hipocampo são modelos particularmente 

viáveis para estudar isquemia cerebral in vitro, porque retratam certos aspectos 

da isquemia in vivo, como a vulnerabilidade dos neurônios de CA1 – e, em 

menor grau, de CA3 – à POG e também oferecem a vantagem de preservar as 

conexões sinápticas intrínsecas encontradas in vivo (4-6). Esse tipo de cultura 

demonstra-se um excelente complemento entre os modelos de isquemia in vivo 

e as culturas celulares. No entanto, não pode imitar a isquemia real por não 

sofrer influências do fluxo sangüíneo ou hormonal. Além disso, por não 

envolver o fluxo sangüíneo, toda intervenção terapêutica que visa ao aumento 

da reperfusão não pode ser estudada por esse sistema.  Do mesmo modo, a 

inexistência de edema cerebral ou de reações inflamatórias pós-isquemia 

impedem a pesquisa de tais eventos através desse modelo (18,22). 

          O pré-condicionamento isquêmico cerebral é um fenômeno experimental 

caracterizado por episódios breves de isquemia cerebral não-neurotóxicas que  

reduzem significativamente a perda neuronal, seguindo a um segundo episódio 

mais prolongado e severo de isquemia. Esse fenômeno é também chamado de 

tolerância isquêmica e representa provavelmente uma resposta celular a certos 

tipos ou níveis de lesão (7,8). Primeiramente observado no miocárdio, o pré-

condicionamento isquêmico hoje é bem estabelecido em muitos modelos 

animais de isquemia cerebral, tanto in vivo quanto in vitro (7,25-28).   
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          No passado, a maior parte dos estudos em pré-condicionamento cerebral 

sugeria que eram necessárias várias horas para o desenvolvimento da 

tolerância isquêmica (29). Em trabalhos recentes, porém, sugere-se que um 

tempo curto de pré-condicionamento seja suficiente, semelhante ao que ocorre 

com o miocárdio (30,31). Atochin et al. (30) demonstraram, em um modelo 

animal de isquemia focal, que três episódios de apenas 5 minutos de pré-

condicionamento diminuíram o tamanho do infarto e os défices neurológicos 

dos camundongos pré-condicionados.  

          Acredita-se que existam duas janelas de pré-condicionamento: uma que 

ocorre muito rapidamente (dentro de 1 hora) e uma que se desenvolve 

lentamente (em alguns dias). A diferença entre essas duas janelas é que a 

neuroproteção induzida pela primeira é transitória (8,29). Tem-se levantado a 

hipótese de que essas diferentes janelas de pré-condicionamento podem 

refletir diferentes mecanismos de neuroproteção: a primeira provocando 

mudanças no metabolismo celular e a segunda modificando a expressão de 

determinados genes (8).  

          Apesar de bastante documentados em modelos experimentais, os 

mecanismos precisos do pré-condicionamento isquêmico cerebral não são 

completamente conhecidos. Entretanto, existem vários candidatos a possíveis 

indutores, transmissores e efetores da tolerância isquêmica. Durante a fase 

precoce ou de indução, o NMDA, os receptores de adenosina, as HSP72 (72 

kDa, heat shock proteins) e os radicais livres de oxigênio são ativados (8,32-

34).   

          Puisieux et al. (32) observaram, em um modelo in vivo de pré-

condicionamento com oclusão de artéria cerebral média (ACM), que houve 
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uma indução precoce do estresse oxidativo, sugerindo que esse pode ser o 

mecanismo que inicia a cascata de eventos celulares que levam à tolerância 

isquêmica. Na fase de transmissão, proteínas quinases, fatores de transcripção 

e alguns genes parecem transmitir o sinal de resposta à isquemia (8,28,35). 

Essas duas primeiras fases, chamadas em conjunto fase precoce de proteção, 

duram algumas horas após o início do estímulo. Na terceira fase, chamada 

efetora, haveria um remodelamento genético, com expressão e supressão de 

múltiplos genes, incluindo a regulação de genes antiapopóticos, como bcl-2 

(35,36).   

          Stenzel-Poore et al. (36) demonstraram, em oito camundongos, que o 

pré-condicionamento isquêmico, através da oclusão da ACM por 15 minutos, 

diminuiu a expressão de 47 dos 61 genes estudados, além de suprimir vias 

metabólicas e respostas imunes. Essas alterações encontradas foram 

semelhantes às observadas em animais que hibernam, situação na qual 

também há diminuição do fluxo sangüíneo e redução de oxigênio.  

          A importância clínica desse evento ainda é controversa, mas Moncayo et 

al. (37) observaram que a história de acidentes isquêmicos transitórios (AITs) 

prévios ao AVC seria um fator de melhor prognóstico e de melhor recuperação, 

sugerindo que os pacientes acometidos apresentariam tolerância isquêmica. 

Neste estudo, o tempo de duração do AIT influenciou no prognóstico. AITs com 

duração entre 10 e 20 minutos tiveram um melhor prognóstico do que aqueles 

com duração menor que 10 minutos ou maior que 20 minutos.  

          Moncayo et al. levantaram a hipótese, para esses achados, de que um 

AIT de até 20 minutos pode corresponder ao “tempo crítico” para desencadear 

os fenômenos de pré-condicionamento isquêmico em humanos, enquanto um 
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AIT de menos de 10 minutos seria muito breve e insuficiente para ativar os 

mecanismos envolvidos na tolerância isquêmica. Curiosamente, estudos 

experimentais também demonstram diferentes níveis de neuroproteção quando 

se alteram os tempos de pré-condionamento (38,39). Weih et al. (40) também 

demonstraram uma menor severidade de défices neurológicos em pacientes 

com história prévia de AIT; porém, diferentemente de Moncayo et al., não 

levaram em consideração o tempo de duração do AIT. 

          Mais recentemente, Wegener et al. (41) investigaram o fenômeno da 

tolerância isquêmica em 65 pacientes com AVC isquêmico. Observaram que os 

pacientes com história prévia de AIT tinham um volume de infarto menor, 

medidos por ressonância magnética (RM) por difusão, e défices clínicos 

menores do que aqueles sem história de AIT.     

          Apesar dos estudos clínicos citados acima, o AIT é um fator de risco bem 

reconhecido para AVC isquêmico, com a mesma importância de outros fatores 

de risco para doença cerebrovascular isquêmica. O risco anual para AVC após 

AIT está entre 1 e 15%, com um risco relativo (RR) variando entre 2 a 5 vezes 

(42).   

          A trombina, uma protease sérica gerada a partir de seu precursor, a 

protrombina, é imediatamente produzida em sítios de lesões vasculares. Seu 

papel na hemostasia e na trombose é bem conhecido; no entanto, a trombina 

também está envolvida em respostas proliferativas e inflamatórias associadas a 

situações normais e patológicas (43). O SNC é exposto à trombina quando há 

quebra da barreira hematoencefálica. Isso ocorre em situações de trauma de 

cranioencefálico, AVC isquêmico ou hemorrágico (44).  
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          Estudos com culturas de células neuronais têm demonstrado uma ampla 

variedade de respostas dessas células à trombina. Ela induz um processo de 

retração em células de neuroblastomas (45), é mitogênica para astrócitos (46) 

e induz a síntese e a secreção do fator de crescimento de nervo (47) e da 

endotelina-1 (48). Recentemente, demonstrou-se que a trombina causa duas 

respostas que indicam um importante papel dessa protease em patologias do 

SNC: 1) promove a morte celular por mecanismos apoptóticos a altas 

concentrações em culturas de astrócitos e neurônios hipocampais e 2) induz 

neuroproteção a baixas concentrações nas mesmas células (9,44,49). A 

trombina exerce essas funções através da família de receptores acoplados à 

proteína-G (50).   

          Essa família de receptores de protease ativada (PAR) contém quatro 

membros, de PAR-1 a PAR-4.  Destes, PAR-1 e PAR-3 são ativados por 

trombina a baixa e alta concentração, respectivamente. PAR-4 é ativado por 

trombina e tripsina, enquanto PAR-2 é ativado por tripsina (50,51). Vários 

estudos têm relatado a presença dos quatro subtipos de PAR no cérebro 

(44,50,51,52).  Striggow et al. (52) observaram uma abundante expressão, 

principalmente de PAR-1, em culturas organotípicas de hipocampos, assim 

como em córtex e amígdala de ratos. Essa expressão aumentou 

significativamente após isquemia experimental in vitro, sobretudo de PAR-1 a 

PAR-3. No entanto, sabe-se que as proteases ativadas são encontradas em 

outras regiões do sistema nervoso central e do sistema nervoso periférico (51). 

          Recentes estudos têm envolvido a trombina, seus receptores e seus 

inibidores em múltiplas funções no SNC, tomando parte em um delicado 

processo entre neurodegeneração e neuroproteção durante eventos 
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inflamatórios, vasculares e degenerativos. Relatos atuais também relacionam a 

trombina com a cascata das caspases, enzimas envolvidas na apoptose. 

Smirnova et al. (53) observaram que, após tratamento com trombina, a 

caspase-3 é ativada em culturas primárias de motoneurônios.  

          O co-tratamento com inibidores de caspases preveniu completamente a 

degeneração e a morte neuronal induzida por altas doses  trombina (51). 

Nesse contexto, a trombina também pode estar envolvida na fisiopatologia do 

AVC isquêmico. Masada et al. (54) observaram que o pré-tratamento com 

baixas doses de trombina, antes de uma isquemia cerebral severa em um 

modelo in vivo, reduz o dano isquêmico,  relatando que baixas doses de  

trombina funcionariam como um fator de tolerância isquêmica ou como um pré-

condicionador isquêmico. Além disso, os inibidores de trombina atenuam a 

morte neuronal após isquemia cerebral em modelos in vivo (10,55,56). 

           Os receptores de trombina igualmente parecem ter um papel na 

isquemia cerebral. Rohatgi et al. (51) demonstraram um aumento da expressão 

do PAR-1 RNA mensageiro após isquemia transitória focal, enquanto Junge et 

al. (57) detectaram uma redução significativa do volume do infarto em 

camundongos knockout para PAR-1 após isquemia transitória focal, indicando 

um papel neurodegenerativo de PAR-1 durante o AVC. 

          Os inibidores diretos de trombina (IDT)  também vêm sendo estudados 

em modelos experimentais de AVC isquêmico. Eles se constituem  em uma 

nova classe de anticoagulantes que se ligam diretamente à trombina e 

bloqueiam sua interação com seus substratos. Alguns IDTs, como hirudinas 

recombinantes, bivalirrudinas e ximelagatran, estão sendo submetidos a 
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estudos clínicos fase III para prevenção e tratamento de trombose arterial e 

venosa (58-60).  

          Enquanto a heparina inibe indiretamente a trombina através da sua 

ligação com a antitrombina, formando o complexo fibrina-heparina-trombina, os 

IDTs ligam-se ao sítio ativo ou sitio catalítico da própria molécula de trombina 

(58). Devido à sua ação independente da antitrombina, os IDTs podem inibir a 

trombina ligada à fibrina ou os produtos de degradação da fibrina. Além disso, 

têm um efeito antiplaquetário por reduzirem a ativação de plaquetas 

intermediada por trombina (58-60).    

          A hirudina é um polipeptídeo anticoagulante de 65 aminoácidos derivado 

da glândula salivar das sanguessugas (Hirudo medicinalis), liga-se a trombina 

em seu sítio ativo e forma um complexo estoiquiométrico irreversível 1:1 com a 

mesma (58,60). Karabiyikoglu et al. (10) demonstraram que injeções 

intracerebrais de hirudina promovem proteção em um modelo de oclusão 

transitória de artéria cerebral média em ratos, observada através da redução do 

volume de infarto no núcleo caudado e em testes neurológicos para avaliação 

de défices focais.  Observaram também um aumento da imunorreatividade da 

trombina no hemisfério lesado entre 4 e 24 horas após a isquemia, sugerindo 

um papel deletério da protease na lesão isquêmica.  

          Striggow et al. (9), em um modelo de pré-condionamento isquêmico in 

vivo, observaram que a neuroproteção foi perdida quando os animais foram 

tratados com hirudina antes de serem expostos à isquemia, sugerindo que a 

trombina pode estar envolvida na morte e na sobrevida neuronal pós-isquemia 

cerebral. 



15

          A protease nexina-1 (PN-1), também conhecida como nexina derivada de 

glia, é uma serpina de 44 k Da sintetizada e excretada por células gliais e 

neuronais.   Inibe a atividade de muitas proteases séricas, incluindo a trombina 

e o ativador de plasminogênio tecidual (t-PA), e esta função pode ser 

neuroprotetora em situações patológicas nas quais a trombina exerce um papel 

deletério (11,12). Turgeon et al. (62) demonstraram que o tratamento com PN-1 

em embriões de galinha promove a sobrevida e o crescimento de 

motoneurônios espinhais pós-apoptose natural ocorrida nessa fase e também 

seguindo a axonotomia traumática em ratos. Essas observações reforçam a 

idéia de que o balanço entre as proteases séricas e as serpinas pode estar 

envolvido na regulação das células neuronais no desenvolvimento normal e em 

situações patológicas (12,62). 

           A produção ou não de trombina no SNC ainda é controversa. A 

detecção dos seus receptores, a família PAR, já foi relatada (44,50,51,52), 

principalmente em áreas vulneráveis à isquemia (51). No entanto, seu 

precursor, a protrombina, foi observado em culturas neuronais por alguns 

autores (63,64), ao passo que outros não conseguiram comprovar sua 

expressão no SNC (65,66). Sinnreich et al. (67) observaram, em culturas 

neuronais e em culturas organotípicas de hipocampo, que a expressão de 

protrombina nessas culturas dependia de fatores sangüíneos. Este trabalho 

sugere que nem os neurônios nem a glia podem ativar ou secretar protrombina 

no SNC de camundongos adultos.   

          O papel da trombina na fisiopatologia do AVC isquêmico cerebral ainda é 

desconhecido. Sabe-se que, durante a isquemia, a trombina pode ser 

neuroprotetora ou neurodegenerativa, dependendo da sua concentração, da 
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intensidade e da duração do insulto (51).  Além disso, demonstrou-se que 

inibidores diretos de trombina são neuroprotetores em modelos in vivo de 

isquemia cerebral (10,55,56) e que há um aumento da expressão do PAR RNA 

mensageiro após insulto isquêmico (52,57).  Esses achados sugerem uma 

participação da trombina na cascata de eventos que se sucedem à isquemia 

cerebral. Compreender o real papel da trombina na lesão isquêmica é 

fundamental para um melhor entendimento da fisiopatologia do AVC e para o 

planejamento de futuros neuroprotetores. 
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3. OBJETIVO GERAL 

 

Determinar se o pré-condicionamento isquêmico e a inibição de trombina 

diminuem a morte neuronal de culturas organotípicas hipocampais submetidas 

à privação de oxigênio e glicose. 

 

4. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

4.1 Determinar, a partir de um modelo in vitro de isquemia cerebral, um padrão 

de pré-condicionamento isquêmico, mensurando a severidade do insulto 

através da avaliação da função neuronal pela eletrofisiologia e da viabilidade 

celular pela fluorescência com iodo propiônico (PI). 

 

4.2 Observar, também em modelo de isquemia in vitro, se a hirudina induz uma 

neuroproteção, testando-se doses crescentes da substância e visualisando-se 

a morte neuronal através de fluorescência com PI. 

 

4.3 Testar a neuroproteção através da PN-1 e compará-la com os resultados 

obtidos com a hirudina. 

 

4.4 Verificar se existe um aumento da expressão da trombina após isquemia, 

através do Western-Blot, e se a trombina tem um papel relevante na morte 

neuronal isquêmica. 
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Abstract 

 

          Thrombin has dual effects on cell death and survival: at high 

concentrations it mediates apoptotic cell death in cultured astrocytes and 

neurons while at low concentrations it induces neuroprotection. Thrombin plays 

a role in ischemic cell death, as rats subjected to middle cerebral artery 

occlusion (MCAo) were protected by the intracerebral injection of hirudin, a 

selective thrombin inhibitor. To separate the role of thrombin in cell death and in 

coagulation, we have used an in vitro approach to test the effect of hirudin and 

of protease nexin-1 (PN1), a cerebral thrombin inhibitor, on neuronal ischemia. 

Organotypic hippocampal slice cultures from newborn rats were subjected to 

oxygen (5%) and glucose (1 mmol/L) deprivation (OGD) during 30minutes, and 

cell death was evaluated with propidium iodide in the CA1 region. Recombinant 

hirudin or PN1 were administered after OGD. Thrombin expression was 

evaluated by Western blotting.  Results: Thrombin plays an important role in 

ischemic neuronal death in neural tissue, as hirudin and PN1 significantly 

prevented neuronal death in hippocampal slices subjected to OGD. 24hours 

after OGD, there was a marked increase in thrombin immunoreactivity on 

western blots.  Conclusion: Thrombin signaling contributes to ischemic damage 

in neural tissue, in an in vitro ischemia model. 
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 Introduction 

          Thrombin is a serine protease best known for its role in coagulation and 

with dual effects on cell death and survival: it mediates apoptotic cell death at 

high concentrations in cultured astrocytes and hippocampal neurons and 

induces neuroprotection at low concentrations in the same cells (1,2).  

          Thrombin arises from proteolytic activation of its precursor prothrombin. 

Prothrombin messenger RNA has been detected in the central nervous system, 

and both the major thrombin receptor PAR-1 (protease activated receptor 1) 

and the thrombin inhibitor PN-1 (protease nexin-1) are expressed in the brain 

(3,4). In cerebral tissue, thrombin is responsible for part of the edema resulting 

from intracerebral hemorrhage (5). 

          Transgenic mice lacking PAR-1 develop smaller lesions than their wild 

type littermates when subjected to middle cerebral artery occlusion (MCAo) (6) 

suggesting a role for thrombin in mediating ischemic damage. The direct 

thrombin inhibitor argatroban was studied in a rat thrombotic distal middle 

cerebral artery occlusion model with i.p. administration. It was shown to reduce 

micro-thrombi, to improve regional cerebral blood flow, to reduce the lesion size 

and to improve the functional outcome (7). More recently hirudin was studied in 

a non-thrombotic rat stroke model (8). Hirudin is a 65 amino acid polypeptide 

anticoagulant from the salivary glands of the medicinal leech (Hirudo 

medicinalis), and is a direct and selective thrombin inhibitor, which binds to 

thrombin and prevents it from cleaving its substrates (9). Intracerebral injection 

of hirudin provides protection in a rat suture middle cerebral artery occlusion 

model, without influencing the cerebral blood flow, suggesting that thrombin is 

involved in ischemic cell death mechanisms (8). After ischemia, there was a 
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marked increase in thrombin immunoreactivity within the ischemic lesion (8) 

which could result either from the entry into the brain after disruption of the 

blood brain barrier or from endogenous synthesis. Increased levels of 

prothrombin mRNA have been detected in the brain after global cerebral 

ischemia in the rat suggesting that prothrombin is synthesized in the cerebral 

parenchyma (10).            

          We used an in vitro approach, in which the role of thrombin in the neural 

tissue can be separated from its role in coagulation, to determine if hirudin was 

able to influence cell death. We subjected organotypic hippocampal slice 

cultures to combined oxygen and glucose deprivation (11,12). Hirudin, even at 

very low concentrations provided a strong protection in this system, and 

recombinant PN-1, a central nervous system (CNS) thrombin inhibitor also 

significantly reduced neuronal death. There was a marked increase in thrombin 

immunoreactivity on Western blots after combined oxygen and glucose 

deprivation.  

Materials and methods 

All animal experiments were conducted in accordance with guidelines of the 

Swiss Veterinary Office. 

Hippocampal slice cultures 

         Organotypic hippocampal slice cultures were prepared from 10-12 day-old 

rats (OFA Sprague Dawley, IFA CREDO, France) (11,13). Coronal sections 

(350 μm) were placed onto a sterile porous membrane unit (Millicell-CM, 

Millipore) in wells containing 1 ml of culture medium with 25 % horse serum, 

50% MEM supplemented with HEPES and sodium bicarbonate, 25 % Hank’s 

salt solution, L-glutamine 2 mM and D-glucose 35 mM). Cultures were grown at 
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33°C, 100% humidity, 5 % CO2 during 4 days, and then transferred to culture 

medium with 15 % horse serum, containing 5mM D-glucose.  

Oxygen and glucose deprivation on organotypic slice cultures  

          The oxygen and glucose deprivation (OGD) was carried out in serum free 

“hypoglycaemic” medium, DMEM (D5030, Sigma) supplemented by 1 mM D-

glucose and 2 mM L-glutamine on hippocampal slices after 8 days of culture. 

This medium was equilibrated for one hour at 37 °C, in a humidified hypoxic 

chamber (COY, MI, USA) with a “hypoxic” atmosphere of 5% O2, 5% CO2, 

completed by N2. Slices were transferred into this "buffered medium" and 

placed in the hypoxic chamber for 30 minutes. Control cultures were placed in 

DMEM medium supplemented by 5 mM D-glucose and 2 mM L-glutamine for 30 

minutes at 37 °C in a humid normoxic atmosphere (11,12). Cultures were then 

transferred into culture medium, either with 15% horse serum or without serum, 

at 33 °C for 24 or 48 hours. Hirudin, PN-1 or an equal volume of culture medium 

was added after OGD: recombinant [Lys47] leech hirudin (final concentrations 

0.001, 0.01, 0.1, 1 or 10 antithrombin U/ml, Sigma) was added after OGD and 

then removed either after one or 24 hours, in the presence of serum, or after 24 

hours in absence of serum. Yeast recombinant PN-114 was added after OGD 

(final concentrations 0.31 mg/ml or 0.031 mg/ml) in the absence of serum but 

with addition of bovine serum albumin (BSA, final concentration 0.1mg/ml). 

          Cell death was determined in CA1 using the fluorescent viability indicator 

propidium iodide (PI, 50 µg/ml, 30 minutes)12. PI fluorescence emission 

(excitation wavelength 568 nm) was measured 24h and 48h after ischemia, 

using an epifluorescence microscope (Leica) with a 5X lens, coupled to a 

camera (Leica). PI images were acquired with standardized camera settings; 
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the optical density was measured with Scion image software (Scion Corp). After 

subtracting the background fluorescence (measured on each slice), the results 

were expressed as the percentage of maximal cell death occurring after 

submerging slices in PBS for 24 hours. 

Western blotting 

          After propidium iodide staining, hippocampal slice cultures were frozen in 

liquid nitrogen vapor. Frozen slices were transferred into ice-cold 

homogenization buffer (20mM Tris Acetate pH 7.0, 0.27M sucrose, 1mM EDTA, 

50mM sodium fluoride, 10mM β-glycerophosphate, 1mM sodium vanadate, 

1mM Dithiotreitol, 5mM sodium pyrophosphate, 10mM PNPP, 1% Triton X-100, 

protease inhibitor cocktail, Roche) and sonicated (3 slices in 100μL). Lysates 

were centrifuged at 10000g for 15 minutes. Protein extracts (10 μg per lane) 

were separated by electrophoresis on denaturing 10% SDS-polyacrylamide gels 

(Invitrogen) and transferred onto a Hybond-P membrane (Amersham 

Biosciences). Membranes were incubated for 2 hours at room temperature with 

an antibody against thrombin (1/2000, Anti-human Thrombin Fragment IIa 

sheep affinity purified IgG, Affinity Biologicals Inc), followed by rabbit anti-sheep 

IgG, horse radish peroxidase conjugate (1:50000, Upstate) for 1 hour, and 

revealed by enhanced chemoluminescence (Amersham). After stripping, 

membranes were stained with Coomassie blue to control loading. 

Statistical analysis 

          Data were expressed as mean +/- SEM. Comparisons between more 

than two groups were carried out by the non-parametric Kruskall-Wallis test 

followed by Dunn’s multiple comparisons (Instat, Graphpad, San Diego). P 

values <0.05 were considered significant. 
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Results 

Hirudin addition after OGD protects hippocampal slice cultures 

          Ischemia was modeled in vitro by subjecting hippocampal slice cultures to 

a combined oxygen and glucose deprivation (OGD) (11,12) for 30 minutes. 

After OGD, hirudin was added to the culture medium either for 24 hours or for 1 

hour. Concentrations of hirudin of 0.1U/ml and 1U/ml for 24 hours reduced 

ischemic death measured at 48 hours in CA1 (respectively 12.9+/-2.3%, n=24, 

p<0.01 and 15.1+/-2.4%, n=35, p<0.001) compared to OGD alone (33.1+/-

2.9%, n = 51 Figure 1A). As hirudin is a very specific thrombin inhibitor, this first 

experiment suggests that active thrombin is present in these organotypic slice 

cultures and contributes to the ischemic damage. 

          When hirudin was present for only1 hour after OGD, there was also a 

significant reduction of ischemic death with concentrations of 0.1U/ml and 1U/ml 

(respectively 18.1+/-2.8%, n=31, p<0.05 and 15.6+/- 2.5%, n=19, p<0.01) 

compared to OGD alone (33.1+/- 2.9%, figure 1B), showing that the action of 

hirudin at an early time-point is sufficient to achieve protection. 

          In the experiments described above, the hippocampal cultures were 

transferred after OGD, to a culture medium containing 15% horse serum. To 

limit the contribution of horse serum prothrombin and activating factors, we 

transferred the cultures to serum free medium after OGD, added hirudin as 

above, and quantitated cell death after 24 hours; the earlier time point was 

chosen because there was an increase in non-specific cell death at 48 hours in 

the absence of serum. In culture conditions without serum, we also observed a 

significant protection with hirudin at concentrations of 0.01 U/mL (3.8+/- 1.4%, 

n=15, p<0.01) and 0.1 U/ml (6.0+/- 1.3, n=26, p< 0.05) compared to OGD alone 
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(14.6+/-2.0%, n=26; Figure 2). These results, in the absence of serum, suggest 

that thrombin is present in organotypic slice cultures after OGD and contributes 

significantly to ischemic neuronal damage. Notably, the concentrations of 

hirudin required for neuroprotection were lower (ten fold) in the absence of 

serum, possibly because of reduced thrombin concentrations (figure 1). 

Protease Nexin-1 after OGD protects hippocampal slice cultures 

          Yeast recombinant protease nexin-1 (PN-1) was added after OGD in 

serum free medium containing 0.1mg/mL of BSA. PN-1 (0.31 mg/ml) also 

significantly reduced neuronal death at 24 hours (6.7+/-2.4%, n=7, p<0.05) 

compared to OGD alone (16.8+/-4.5, n=11, figure 3). PN-1 is an endogenous 

thrombin inhibitor confirming the results obtained with hirudin. 

Thrombin can be detected in hippocampal slices cultures. 

          Protein extracts were prepared from hippocampal slices subjected to 

OGD and cultured in absence of serum for 24 hours. On Western blots, there 

was a band corresponding in size (approximately 37kD) to recombinant mouse 

thrombin (Sigma, not shown). An upper doublet, corresponding in size to 

prothrombin or to a thrombin-inhibitor complex (approximately 70kD and 90kD)8 

was also present. The thrombin signal was increased after OGD (3.8 fold), 

suggesting in this in vitro system a conversion of prothrombin to thrombin in 

response OGD. We show an increased immunoreactivity for thrombin after 

OGD in homogenates from cultures of organotypic hippocampal slices cultured 

for 24 hours without serum, supporting our hypothesis of thrombin acting as a 

mediator of ischemic cell death in this system. 
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Discussion 

          Thrombin is a complex molecule, best known for its role in coagulation, 

but which also plays a role in cell survival and cell death. The novelty of this 

work resides in the use of an in vitro approach to study the effect of thrombin 

signaling after cerebral ischemia. Previously it had been shown in vivo that 

hirudin, a potent thrombin inhibitor was inducing protection when injected intra-

cerebrally after a middle cerebral artery occlusion in the rat, showing the 

importance of thrombin in ischemia (8). In our in vitro system, the role of 

thrombin in neural tissue can be separated from its role in coagulation. We 

found that two different thrombin inhibitors, hirudin, and PN-1, a central nervous 

system serine protease inhibitor both provided a strong neuroprotection when 

administered after OGD. The circumstance that two different thrombin inhibitors 

are efficient in providing protection after OGD is a strong argument that their 

neuroprotective action is mediated by the inhibition of thrombin. Hirudin was 

protective in culture conditions both with and without horse serum, while PN-1, 

which is inactivated by serum, was tested only in the absence of serum.  

           The protection conferred by both thrombin inhibitors strongly suggests 

that thrombin is present in our cultures and is involved in the mediation of 

ischemic neuronal death. To demonstrate the presence of thrombin in the 

cultures, we analyzed protein samples from cultures grown in serum free 

medium for 24 hours by Western blot. Both in cultures subjected to OGD and in 

control cultures, there was a band corresponding in size to. After OGD, there 

was an increase in intensity of the thrombin signal resulting most likely from a 

conversion of prothrombin to thrombin. Increased prothrombin and thrombin 

immunoreactivity in the brain in vivo has been shown by others (8), as well as 
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an increase of prothrombin mRNA after global ischemia (10). In our 

experiments, the presence of thrombin after growth for 24 hours in serum free 

medium suggests an endogenous neural synthesis, although traces of horse 

prothrombin from the culture medium cannot be completely ruled out.  

          Our work provides further support of the role of thrombin signaling leading 

to cell death. Excitingly, thrombin appears to play an important role in the 

central nervous system, as is the case for tissue plasminogen activator (15). 

Thrombin inhibition was shown to be beneficial in animal models of cerebral 

ischemia (7,8,16-18). Anticoagulation with heparin turned out not to be 

beneficial in the acute phase in human stroke patients, because the trend to a 

reduction of the incidence of ischemic strokes was accompanied by an increase 

in hemorrhagic strokes and extra cranial bleedings (19). The direct thrombin 

antagonist argatroban is currently under investigation in acute stroke. A phase I 

safety study has recently shown that it does not significantly increase 

intracerebral hemorrhages (20). In a Japanese double-blinded randomized trial 

of argatroban in acute stroke, argatroban was shown to improve the outcome in 

acute ischemic stroke without an increased number of intracerebral 

hemorrhages (21). 

          Further investigation is required to determine how prothrombin is 

activated into thrombin, and which intracellular signaling cascades are involved. 

It seems likely at present that cell death is mediated by the activation of the 

thrombin receptor PAR-1, as PAR-1 deficient mice have 3.1 fold smaller lesions 

after MCAo and the intracerebro-ventricular administration of the PAR-1 

antagonist BMS-200261 also significantly reduces the infarct volume (6). Our in 

vitro model should provide a useful tool to analyze the mechanisms involved in 
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thrombin activation and in signaling cascades. After clarifying these 

mechanisms, it will be an exciting challenge in stroke therapy research to try to 

dissociate the effects of thrombin in coagulation and in cell death signaling, with 

the aim to target the cell death-signaling pathway of thrombin to achieve 

neuroprotection without an increased risk of symptomatic bleeding. 
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Figure legends 

 

Figure 1 

Hirudin reduces ischemic cell death after OGD, in the presence of 15% 

horse serum. 

Organotypic hippocampal slice cultures were subjected to combined oxygen 

and glucose deprivation (OGD) for 30 minutes. Neuronal death was quantitated 

after 48 hours by the uptake of propidium iodide in CA1. Hirudin was applied 

after OGD and left for 24 hours (A) or washed off already after one hour (B), in 

the presence of 15 % horse serum. Hirudin concentrations of 0.1 U/ml (24 hour 

incubation p<0.01, 1 hour incubation p<0.05) and 1 U/ml (24 hour incubation 

p<0.001, 1 hour incubation p<0.01) attenuated neuronal death compared to 

OGD (* p<0.05, ** p<0.01). 
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Figure 2 

Hirudin reduces ischemic cell death after OGD, in the absence of horse 

serum 

Hippocampal slice cultures were subjected to OGD, and treated with hirudin in 

the absence of horse serum. Neuronal death was quantitated by propidium 

iodide uptake in CA1 (A, B, C) after 24 hours. Hirudin concentrations of 0.01 

U/ml (p<0.05) and 0.1 U/ml (P<0.01) significantly reduced neuronal death (A-D; 

* p<0.05, ** p<0.01). Cell death appeared to be enhanced at 1 U/ml, possibly 

due to a toxic effect. 

 

 

 

 

 

 

   FIGURE 2 



42

 

 

 

Figure 3 

Protease Nexin-1 reduces ischemic cell death after OGD. 

Hippocampal slice cultures were subjected to OGD, and treated with 

recombinant PN-1 in the absence of horse serum. Neuronal death was 

quantitated by propidium iodide uptake in CA1 (A, B, C) after 24 hours. The PN-

1 concentration of 0.31 mg/ml significantly (p<0.05) reduced neuronal death (A-

D; * p<0.05). 

 

 
FIGURE 3 
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Figure 4 

Thrombin immunoreactivity in hippocampal slices is enhanced 24hours 

after OGD. 

Hippocampal slice cultures were subjected to OGD, and cultured in the absence 

of horse serum for 24 hours. Protein extracts from hippocampal slice cultures 

were analyzed by Western blotting using an antibody against thrombin (A). The 

lower band corresponds in size to thrombin (approximately 37 kD). The 

antibody also recognizes rat prothrombin 8and the upper doublet corresponds in 

size to prothrombin, or possibly to an inhibitor-thrombin complex (approximately 

70 kD). There is a 3.8 fold increase in thrombin immunoreactivity (n=3) levels 24 

hours after OGD compared to controls (cultured in the absence of horse serum 

for 24 hours, n=2). Coomassie blue staining was also used (not shown). 
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RESUMO 

Introdução e Objetivo:  a trombina tem um efeito duplo na morte e na sobrevida 

celular: em altas concentrações, pode intermediar a morte neuronal apoptótica 

em culturas de astrócitos e de neurônios, enquanto em baixas concentrações, 

induz neuroproteção. O papel da trombina na morte neuronal isquêmica é 

demonstrado pela neuroproteção após a injeção intracerebral de hirudina, um 

seletivo inibidor de trombina, em ratos submetidos à oclusão da artéria cerebral 

média (oACM). A fim de separar o papel da trombina na morte celular e na 

coagulação, nós utilizamos uma técnica in vitro para testar os efeitos da 

hirudina e da protease nexina-1 (PN1), um inibidor cerebral da trombina, na 

isquemia cerebral.  Material e Métodos:  Culturas organotípicas de hipocampo 

derivados de ratos recém-nascidos foram submetidos à privação de oxigênio e 

glicose (OGD) durante 30 minutos, e a morte celular foi avaliada com iodo 

propiônico nas região de CA1. Hirudina recombinante ou PN-1 foram 

administradas após OGD e a expressão de trombina foi observada através de 

Western-Blot. Resultados: a trombina possui um importante papel na morte 

neuronal isquêmica, visto que ambas, hirudina e PN-1, preveniram de forma 

significativa a morte neuronal nos cortes hipocampais submetidos à OGD .  

Vinte e quatro horas após a OGD houve uma imunorreatividade aumentada da 

trombina no Western-Blot. Conclusão: a trombina contribui para o dano 

isquêmico das células neuronais em um modelo in vitro de isquemia. 

Palavras-chave: culturas organotípicas de hipocampo 

                          anticoagulantes; trombina 

                          hirudina; protease-nexina 1 

                          neuroproteção; 
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INTRODUÇÃO 

 

          A trombina é uma protease sérica mais conhecida pelo seu papel na 

coagulação, porém com duplo efeito na morte e na sobrevida da célula: 

promove a morte celular apoptótica a altas concentrações em culturas de 

astrócitos e neurônios hipocampais e induz neuroproteção a baixas 

concentrações nessas mesmas células(1,2). 

          A trombina é derivada da ativação proteolítica de seu precursor, a 

protrombina. O RNA mensageiro da protrombina (mRNA protrombina), o 

receptor de trombina PAR-1 (receptor de protease ativada-1), e também o 

inibidor de trombina PN-1 (protease nexina- 1) têm sido detectados no sistema 

nervoso central (3,4). No tecido cerebral, a trombina é responsável por parte do 

edema resultante da hemorragia intracraniana(5). 

          Ratos trangênicos com perda de PAR-1 desenvolvem lesões menores do 

que ratos normais, quando submetidos à oACM (6) , sugerindo um papel da 

trombina como mediadora do dano isquêmico. O argatroban, um inibidor direto 

da trombina, foi estudado em ratos usando-se um modelo de oclusão distal 

trombótica da ACM e administração intraperitoneal da droga. Foram 

observados redução dos micro-êmbolos, melhora do fluxo sangüíneo cerebral 

regional, diminuição do tamanho da lesão e melhora do prognóstico funcional 

(7).  Mais recentemente a hirudina foi estudada em um modelo animal não-

trombótico de AVC (8). A hirudina é um polipeptideo anticoagulante composto 

por 65 aminoácidos derivado das glândulas salivares de sanguessugas (Hirudo 

medicinalis) constituindo-se em um inibidor seletivo e direto de  trombina, 

ligando-se à mesma e impedindo sua clivagem em seus substratos (9). 
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          A injeção intracerebral de hirudina promove neuroproteção em um 

modelo animal de oACM por sutura, sem influenciar o fluxo sangüíneo cerebral, 

sugerindo que a trombina está envolvida nos mecanismos da morte neuronal 

isquêmica (8). Após isquemia, houve um marcado aumento na 

imunorreatividade da trombina nas lesões isquêmicas que poderiam resultar ou 

de sua entrada  no tecido cerebral após a quebra da barreira hematoencefálica 

ou de síntese endógena.  Níveis aumentados de mRNA protrombina têm sido 

detectados no cérebro após isquemia cerebral global em ratos, indicando que a 

protrombina é sintetizada no parênquima cerebral (10). 

          Submetemos culturas organotípicas hipocampais à privação combinada 

de oxigênio e glicose (POG) (11,12). A hirudina, mesmo em baixas 

concentrações promove uma forte proteção neste sistema e, a PN-1 

recombinante, um inibidor central da trombina, também reduz 

significativamente a morte neuronal.  Houve um importante aumento na 

imunorreatividade da trombina em Western-Blot após a POG. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Todos os experimentos animais realizados foram conduzidos de acordo com as 

normas da Secretaria Suíça de Veterinária. 

 

Cultura de cortes hipocampais 

          As culturas organotípicas de hipocampo foram preparadas a partir de 

ratos de 10-12 dias de vida (OFA Sprage Dawley, IFA CREDO, France) 

(11,13). Cortes coronais (350μm) foram colocados em membranas estéreis 
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porosas (Milicell-CM, Milipore) e após em placas contendo 1 ml de cultura com 

25% de soro de cavalo, 50% MEM adicionado a HEPES e bicarbonato de 

sódio, 25% de solução salina de Hank, 2 mM de l-glutamina  e 35 mM de D-

glicose. As culturas cresceram a 33°C, 100% umidade e 5% CO2 durante 4 

dias,  sendo então transferidas a um meio de cultura com 15% de soro de 

cavalo e 5 mM de D-glicose. 

 

Privação de oxigênio e glicose nas culturas organotípicas de hipocampo 

          A privação de oxigênio e glicose (POG) foi realizada em meio 

“hipoglicêmico” livre de soro, DMEM (D030, Sigma) enriquecido com 1 mM de 

D-glicose e 2 mM de L-glutamina, colocado na placa de cultura após o oitavo 

dia. Inicialmente, esse meio foi equilibrado por 1 hora a 37°C, em uma câmara 

hipóxica umidificada (COY, MI, USA), com uma “atmosfera” hipóxica de 5%02 e  

5%CO2, completada com N2. Os cortes hipocampais foram então transferidos 

para as placas de cultura contendo esse “meio tamponado” e colocados na 

câmara hipóxica por 30 minutos. Culturas-controle foram colocadas em meio 

DMEM enriquecido com 5 mM de D-glicose e 2 mM de L-glutamina por 30 

minutos a 37°C em uma atmosfera úmida e normóxica (11,12). As culturas 

foram transferidas para o meio de cultura, ou com soro de cavalo a 15% ou 

sem soro, a 33°C por 24 ou 48 horas. Hirudina, PN-1 ou volume igual de meio 

de cultura foram adicionados após POG. A hirudina recombinante (Lys 47) 

derivada da saliva de sanguessuga (concentrações finais de 0,001, 0,01, 0,1, 1 

ou 10 U/ml de antitrombina, Sigma) foi adicionada após POG e removida 1 ou 

24 horas depois, em culturas com e sem soro de cavalo. PN-1 recombinante 

(14) foi colocada após OGD (concentrações finais 0,31 mg/ml ou 0,031 mg/ml) 
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na ausência de soro mas com adição de albumina bovina sérica (BSA, 

concentração final de 0,1 mg/ml). 

          A morte celular foi determinada em CA1 usando-se um indicador de 

viabilidade por fluorescência, o iodo propiônico (PI, 50 μg/ml, 30 minutos) (12). 

A emissão de fluorescência do PI (excitação de tamanho de onda de 568 nm) 

foi medida 24 e 48 horas após a isquemia, usando um microscópio de 

epifluorescência  (Leica) com uma lente de 5X, acoplada a câmera (Leica). As 

imagens foram gravadas com medidas estandardizadas e a densidade óptica 

foi medida através do programa de imagens Scion (Scion Corp).  Após subtrair 

a fluorescência de fundo (medida em cada fatia), os resultados foram 

expressos como a porcentagem máxima de morte celular ocorrida a partir da 

submersão dos hipocampos-controle (não submetidos a OGD) em PBS durante 

24 horas a 8 °C. 

 

Western Blotting 

          Após coloração com PI, os cortes hipocampais foram congelados em 

vapor de nitrogênio líquido. As fatias congeladas foram transferidas para um 

tampão de homogeineização resfriado a zero grau (20 mM Trisacetato pH 7.0, 

0,27 M sucrose, 1 mM EDTA, 50 mM fluoreto de sódio, 10mM β-glicerofosfato, 

1 mM vanadato de sódio, 1mM ditiotreitol, 5mM pirofosfato de sódio, 10 mM 

PNPP, 1 % Triton X-100, “coquetel” inibidor de proteases, Roche), sonicadas (3 

fatias em 100μL de tampão) e centrifugadas a 10000g por 15 minutos. Os 

extratos de proteínas (10 μg por coluna) foram separados por eletroforese, 

desnaturados em gel a 10% SDS-poliacrilamida (Invitrogen) e transferidos a 

uma membrana Hybond-P (Amersham Biosciences). As membranas foram 
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incubadas por 2 horas a temperatura ambiente com um anticorpo antitrombina 

(1/2.000, IgG purificado por afinidade do soro de ovelhas, fragmento anti-

humano IIa, Affinity Biologicals Inc), seguido por anticorpo secundário IgG anti-

ovelha e conjugado peroxidase de cavalo (1/50.000, Upstate) por 1 hora e 

revelados por quimioluminescência contrastada (Amersham). Após processo 

de stripping, as membranas foram coradas com Azul de Comassie como 

controle para a presença de proteínas. 

 

ANALISE ESTATÍSTICA 

          Os dados foram apresentados como média +/- desvio padrão. 

Comparações entre os grupos foram calculadas pelo teste não paramétrico de 

Kruskall-Wallis seguido pelas comparações múltiplas de Dunn (Instat, 

Graphpad, San Diego). Valores de p < 0,05 foram considerados significativos. 

 

RESULTADOS 

 

Adição de hirudina após OGD protege culturas hipocampais 

          A isquemia foi realizada em um modelo in vitro submetendo-se culturas 

de fatias hipocampais à privação combinada  de oxigênio e glicose  (POG) 

(11,12) por 30 minutos.  Após POG, foi adicionada hirudina ao meio de cultura 

por 1 ou 24 horas. Concentrações de 0,1 U/ml e 1 U/ml de hirudina por 24 

horas reduziram a morte neuronal medidas a 48 horas em CA1 (12,9+/-2,3%, 

n=24; p<0.01 and 15,1+/-2,4%; n=35; p<0.001, respectivamente) comparados a 

culturas submetidas a POG, sem a adição de hirudina (33,1+/-2,9%; n = 51 

Figura 1A).  Como a hirudina é um inibidor bastante específico da trombina, 
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esse primeiro experimento sugere que a trombina ativa esteja presente nessas 

culturas organotípicas e contribua para o dano isquêmico. 

          Quando a hirudina esteve presente por somente 1 hora após POG, 

também houve uma significativa redução da morte neuronal isquêmica com 

concentrações de 0,1 e 1 U/ml  (18,1+/-2,8%; n=31; p<0,05 and 15,6+/- 2,5%, 

n=19; p<0,01, respectivamente) comparada à POG sem hirudina  (33,1+/- 

2,9%; Figura 1B), demonstrando que a ação da hirudina em um tempo precoce 

é suficiente para se obter proteção celular. 

          Nos experimentos descritos acima, as culturas hipocampais, foram 

transferidas após POG, a um meio de cultura contendo 15% de soro de cavalo.  

Com o intuito de limitar a contribuição da protrombina e dos fatores ativadores, 

transferimos as culturas para um meio livre de soro após OGD, adicionamos 

hirudina e quantificamos a morte celular após 24 horas. Este tempo foi 

escolhido pois houve um aumento da morte celular não específica a partir de 

48 horas na ausência de soro.  Observamos, também nas culturas sem soro, 

uma significativa proteção com hirudina a concentrações de 0,01 U/ml (3,8+/- 

1,4%; n=15; p<0,01) e 0.1 U/ml (6,0+/- 1,3; n=26; p< 0,05) comparadas à POG 

sem hirudina (14,6+/-2,0%; n=26; Figura 2).  Esses resultados, na ausência de 

soro, sugerem que a trombina está presente nas culturas organotípicas após 

POG e que contribui significativamente para o dano neuronal isquêmico. De 

modo notável, as concentrações de hirudina requeridas para a neuroproteção 

foram menores (10 vezes) na ausência de soro, possivelmente devido a 

concentrações reduzidas de trombina (Figura 1). 
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Protease Nexina-1 após OGD protege culturas hipocampais 

           A protease nexina-1 recombinante (PN-1) foi adicionada após POG em 

meio de cultura sem soro contendo 0,1 mg/mL de BSA. A PN-1  (0,31 mg/ml) 

reduziu significativamente a morte neuronal a 24 horas (6,7+/-2,4%; n=7; 

p<0,05) comparada à POG sem PN-1 (16,8+/-4,5; n=11; Figura 3). A PN-1 é 

um inibidor endógeno de trombina e confirma os resultados obtidos com a 

hirudina. 

 

Trombina pode ser detectada em culturas organotípicas hipocampais 

          Extratos de proteínas foram preparados a partir de fatias de hipocampos 

submetidos à  POG , colocados em meios de cultura  sem soro por 24 horas. O 

Western-Blot demonstrou uma banda correspondente em tamanho 

(aproximadamente 37 kD) ao anticorpo anti-trombina recombinante de rato 

(Sigma, não demonstrado). Uma banda dupla superior, correspondente em 

tamanho à protrombina ou ao complexo trombina-inibidor (aproximadamente 70 

kD e 90 kD) (8) também esteve presente.  O sinal de trombina foi aumentado 

após a POG (3,8 vezes), sugerindo que houve uma conversão de protrombina 

em trombina em resposta à POG nesse sistema in vitro. Demonstramos um 

aumento da imunorreatividade da trombina após POG em homogeneizados de 

culturas organotípicas hipocampais mantidos por 24horas sem soro, 

corroborando nossa hipótese da atuação da trombina  como mediadora de 

morte celular isquêmica en nosso sistema. 
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DISCUSSÃO 

          A trombina é uma molécula complexa, mais conhecida por seu papel na 

cascata da coagulação, embora também desempenhe um papel relevante na 

sobrevida e na morte celular. A inovação deste trabalho reside no uso de um 

método in vitro para estudar o efeito da sinalização da trombina após isquemia 

cerebral. Previamente, foi demonstrado, in vivo, que a hirudina, um potente 

inibidor de trombina, induziu proteção quando injetada intra-cerebralmente 

após oclusão de artéria cerebral média (oACM) de ratos, demonstrando 

participação da trombina na isquemia(8).  No nosso sistema in vitro, o efeito da 

trombina no tecido neuronal pode ser separado do seu papel na coagulação. 

Nós observamos uma significativa neuroproteção exercida por dois diferentes 

inibidores de trombina, a PN-1, um inibidor de proteases séricas encontrado no 

SNC, e a hirudina, quando administrados após POG.  A demonstração de que 

dois inibidores de trombina promovam proteção após POG, é um forte 

argumento de que sua ação neuroprotetora seja mediada pela inibição da 

trombina. A hirudina foi neuroprotetora em culturas com e sem soro de cavalo, 

enquanto a PN-1, que é um inibidor inativado pelo soro, foi testada somente 

sem soro. 

          A proteção conferida pelos dois inibidores de trombina sugere que ela 

está presente em nossas culturas e está envolvida na intermediação da morte 

neuronal isquêmica. A fim de demonstrar a presença de trombina nas culturas, 

analisamos algumas amostras protéicas  das mesmas em meio sem soro por 

24 horas através de Werstern-Blot. Em ambos os grupos, submetidos e não 

submetidos à POG (culturas-controle), houve uma banda correspondente em 
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tamanho à trombina.  Entretanto, após a POG, houve um aumento da 

intensidade do sinal de trombina, resultante provavelmente da conversão de 

protrombina em trombina. Outros autores(8) demonstraram uma 

imunorreatividade aumentada para protrombina e trombina, bem como um 

aumento de protrombina RNAm em cérebros in vivo após isquemia global. Em 

nosso experimento, a presença de trombina em culturas mantidas durante 24 

horas em meio sem soro sugere uma síntese neuronal endógena, embora 

traços de protrombina presente no soro de cavalo, mantida nos primeiros dias 

de cultura, não possam ser completamente descartados. 

          Nosso trabalho fortalece o papel da trombina como um sinalizador da 

morte celular. Paralelamente, a trombina parece ter um importante papel no 

SNC, semelhante ao ativador de plasminogênio tecidual(15). A inibição de 

trombina demonstrou-se benéfica em modelos animais de isquemia cerebral 

(7,8,16-18). Entretanto a anticoagulação com heparina não foi eficaz em 

humanos com AVC em fase aguda, porque a tendência à redução da 

incidência de AVCs isquêmicos foi acompanhada por um aumento de AVCs 

hemorrágicos e hemorragias extracranianas(19).  O argatroban, um 

antagonista direto da trombina, está atualmente em investigação para uso em 

AVC isquêmico agudo.  Um estudo de segurança de fase I observou que não 

houve aumento de hemorragias intracerebrais (20). Em um estudo 

randomizado duplo-cego japonês, o uso do argatroban na fase aguda do AVC 

isquêmico melhorou a sobrevida dos pacientes tratados sem aumentar o 

número de hemorragias intracranianas(21). 

          Maiores investigações são necessárias para determinar a quantidade de 

protrombina que é ativada em trombina e quais as cascatas sinalizadoras 
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intracelulares estão envolvidas. É provável, até o presente momento, que a 

morte celular seja mediada pela ativação dos receptores de trombina PAR-1.  

Camundongos deficientes para PAR-1 têm lesões 3,1 vezes menores após 

oACM e, a administração intraventricular de antagonista PAR-1 (BMS-200261) 

também reduz significativamente o volume do infarto (6).  Nosso modelo in vitro 

tenta fornecer ferramentas úteis para analisar os mecanismos envolvidos na 

ativação da trombina na sinalização de cascatas. A elucidação desses 

mecanismos será um excitante desafio na pesquisa do tratamento do AVC e na 

tentativa de dissociar os efeitos da trombina na coagulação e na sinalização da 

morte celular, concentrando os esforços terapêuticos nesta última via, 

buscando-se a neuroproteção sem aumentar os riscos de sangramentos 

sintomáticos. 
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FIGURAS- LEGENDAS  

Figura 1 

Hirudina reduz morte celular isquêmica após POG, na presença de soro 

de cavalo 15%. 

Culturas organotípicas  de fatias hipocampais foram submetidas à privação 

combinada de oxigênio e glicose (POG) por 30 minutos. A morte neuronal foi 

quantificada após 48 horas pela captação de iodo propiônico em CA1. A 

hirudina foi adicionada após  POG  e deixada por 24 horas (A) ou retirada após 

uma hora (B), na presença de soro de cavalo 15%. Concentrações de hirudina 

de 0,1 U/ml (24 horas de incubação p<0,01, 1 hora incubação p<0,05) e 1 U/ml 

(24 horas de incubação p<0,001, 1 hora incubação p<0,01) diminuiram a morte 

neuronal comparadas a OGD (* p<0,05, ** p<0,01). 
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FIGURA 1 
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Figura 2 

Hirudina reduz morte celular isquêmica após POG, na ausência de soro. 

Culturas organotípicas de fatias hipocampais foram submetidas a POG e 

tratadas com hirudina na ausência de soro de cavalo. A morte neuronal foi 

quantificada pela captação de iodo propiônico em CA1 (A, B, C) após 24 horas. 

Concentrações de hirudina de 0,01 U/ml (p<0,05) e 0,1 U/ml (p<0,01) 

reduziram significativamente a morte neuronal (A-D; * p<0,05, ** p<0,01). A 

morte celular parece ser aumentada a 1 U/ml, possivelmente devido a efeitos 

tóxicos. 
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Figura 3 

Protease Nexina-1 reduz morte celular isquêmica após POG. 

Culturas organotípicas hipocampais foram submetidas à POG, e tratadas com 

PN-1 recombinante na ausência de soro de cavalo. A morte neuronal foi 

quantificada pela captação de iodo propiônico em CA1 (A, B, C) após 24 horas. 

A concentração de PN-1 de 0,31 mg/ml reduziu significativamente (p<0,05) a 

morte neuronal (A-D; * p<0,05). 
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Figure 4 

Imunorreatividade para trombina em fatias hipocampais é aumentada 24 

horas após POG  

Culturas organotípicas  hipocampais foram submetidas à POG e mantidas em 

meios de cultura na ausência de soro de cavalo por 24 horas. Extratos 

protéicos de fatias hipocampais foram analisadas por Western-Blot usado um 

anticorpo anti trombina (A). A banda mais baixa corresponde em tamanho à 

trombina (aproximadamente 37 kD). O anticorpo também reconhece 

protrombina (8) e a dupla banda superior corresponde em tamanho à 

protrombina, ou possivelmente ao complexo trombina-inibidor 

(aproximadamente 70 kD). Há um aumento de 3,8 vezes na  imunorreatividade 

da trombina (n=3) 24 horas após POG comparados aos grupos-controle 

(culturas não submetidas à POG e com ausência de soro por 24 horas, n= 2). 

Coloração azul de Comassie  (não demonstrada). 

 

FIGURA 4 
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          In Ischemic preconditioning (IPC) a first sublethal ischemia increases the 

resistance of the neurons to a subsequent severe ischemia. Despite numerous 

studies, the mechanisms have not yet been fully understood. Our goal was to 

develop an in vitro model of IPC on hippocampal organotypic slice cultures. 

Instead of anoxia, we chose to apply varying degrees of hypoxia. We chose to 

expose our cultures to combined oxygen and glucose deprivations (OGD) of 

varying intensity, ranging from mild to severe, assessing both the electrical 

activity and the cell death. IPC was obtained by an exposure to our mildest 

ischemia condition (10% of O2 during 15 min) 24h before the severe deprivation 

(5% of O2 during 30 min). Interestingly, IPC prevented not only the delayed 

ischemic cell death 6 days after insult but also the transient loss of evoked 

potential response. The main advantage of this system over both the acute slice 

preparation and normal cultures is the ability to measure at the same time the 

delayed neuronal damage and neuronal function. 
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Ischemic preconditioning (IPC) is a sub-lethal ischemia that increases the 

resistance of nervous tissue to a subsequent lethal ischemia (3). Numerous 

models of IPC models have been developed in vivo (4,11,17) and in vitro 

(5,10,19,26). Despite numerous studies, the specific mechanisms leading to this 

state of tolerance still remain largely unknown. Hippocampal organotypic 

cultures are a particularly valuable model to study cerebral ischemia in vitro, 

because these cultures retain aspects of in vivo ischemia, such as selective 

vulnerability of CA1 neurons to oxygen and glucose deprivation (OGD) (7,13). 

Organotypic slice cultures offer also the advantages to preserve the intrinsic 

synaptic connections found in vivo and to study the delayed cell death. These 

cultures have been used in numerous studies on ischemic processes using a 

combined oxygen and glucose deprivation (OGD) (2,12,14-16,22,24). In these, 

oxygen deprivation consisted in anoxia that induces a rapid cell death (2,12,14-

16,22,24). To establish an appropriate condition for a mild ischemic 

preconditioning stimulus, we chose to apply different levels of hypoxia instead 

of anoxia, combined to hypoglycemia for either a short or a long duration, 

thereby causing mild, moderate or severe ischemic damage. We assessed the 

impact of the combined hypoxia/hypoglycaemia (OGD) on the electrical activity 

and on cell death.  

          Organotypic cultures of the hippocampus were prepared from brains of 

11-12 day-old rats (OFA, IFFA-CREDO, France) as previously described (6). 

Coronal hippocampal sections were disposed onto a membrane unit (Millicell-

CM, Millipore) in wells containing 1ml of culture medium (50 % MEM, GIBCO 

laboratories, supplemented with HEPES and sodium bicarbonate, 25 % Hank’s 
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salt solution, 25 % horse serum, 2 mM L-glutamine and D-glucose to a final 

concentration 6.5 mg/ml). Cultures were grown at 37 °C, 100% humidity, 5 % 

CO2. After 4 days, the medium was changed for a culture medium containing 15 

% horse serum, 5mM D-glucose. Slices were maintained in an incubator at 33 

°C in 5 % CO2 and the medium changed every 3-4 days. 33°C is the standard 

condition for maintaining organotypic slices in culture over long periods of time 

(20). 

         In contrast with previous studies which used anoxia in the OGD paradigm 

(2,12,14-16,22,24), hippocampal organotypic slices were subjected to 

hypoglycaemia combined with 3 different levels of hypoxia (1%, 5% or 10% O2) 

for either 15 minutes or 30 minutes, at DIV 8, in DMEM (D5030, Sigma) 

supplemented by 1mM D-glucose and 2mM L-glutamine. 1 mM glucose was 

considered hypoglycaemic compared to standard culture conditions for 

organotypic cultures, where the concentration ranges from 5 to 25mM 

(2,12,20,22,24). This medium was equilibrated for 1hour at 37°C in a humidified 

hypoxic chamber (COY) with a “hypoxic” atmosphere of 1%, 5% or 10% O2; 

with 5% CO2 balanced with N2. Slices were aseptically transferred into this 

"ischemic medium" and then placed in the hypoxic chamber during 15 or 30 

minutes. Control cultures were placed in DMEM medium supplemented with 5 

mmol/L D-glucose and 2 mmol/L L-glutamine for 30 minutes at 37°C, in a humid 

normoxic atmosphere. For recovery, cultures were placed in culture medium at 

33°C for 24, 48, 72 hours or 6 days. 

          Extracellular-evoked field potentials were recorded in the hippocampal 

CA1 region using a multi-electrode array system (Physiocard, Biocell, Geneva) 

and measured with the Physiocard software (Biocell, Geneva)(6,21), after 
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stimulating in the CA3 region at a frequency of 1 stimulation every 2-minutes, 

before and after OGD on 5 to 9 slices for different conditions. The EP 

amplitudes recorded before OGD (≈1.2 Mv) were used to determine the 

baseline 100%. After OGD, the recovery of population spikes was monitored for 

1h. The values of population spike amplitudes were expressed as percents of 

the control value. Values obtained from independent experiments (n=5 to 9) 

were given as mean ± s.e.m. The Mann-Whitney U-test was used to compare 

population spike recovery of organotypic slices after OGD during 15 min vs 

OGD during 30 min and OGD 5% during 30 min versus preconditioning and 

MK801. A value of p<0.05 was considered significant. 

Cell death was determined in CA1 using the fluorescent viability indicator 

propidium iodide (PI) on 5-different cultures containing 4 slices each. PI was 

applied at 5 μg/ml, 30 min before the measurements in each dish. PI-

fluorescence emission (Excitation wavelength 568 nm) was measured 24h, 48h, 

72h and 6days after OGD using an epifluorescence microscope (Leica) with a 5 

X lens, coupled to a camera (Leica, Inc). The PI results were expressed as 

percentage of maximal cell death obtained by submerging slices in PBS for 24h 

(6). The normalized values of neuronal cell death obtained from independent 

experiments were given as mean ±s.e.m. ANOVA and post-hoc test, Scheffe, 

were used to compare neuronal damage in the different conditions. A value of 

p<0.05 was considered significant. 

          Exposure to 10 % O2 (mild hypoxia) during both 15 min and 30 min 

induced a decrease of the electrical activity five minutes after OGD, to 

respectively 34.6 %± 5.7 and 34.0 %±9.12 of the control value. A rapid and a 

complete recovery was observed 40 min after OGD for both durations (15 and 
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30 min, Fig.1A). Exposure to 5 % O2 (moderate hypoxia) during 15 or 30 min 

induced a significant decrease of evoked field potential amplitudes at 5min after 

insult, with respectively 19.8%±5.1 and 6.7 %±0.9 of control value (Fig.1B). A 

significant recovery of the electrical signal was observed for the slices exposed 

during 15 min at the OGD (50.3 % ±9.2, 20 min after OGD, P<0.05, Fig. 1B). 

Electrical recovery is considered non significant in the condition 5 % O2 during 

30 min (Fig. 1B). In contrast, 60 min after 15 min of OGD, the electrical activity 

was 60.8 % ± 6.1 of the control value. Under the condition of 1% O2 (severe 

hypoxia) a difference was observed between the times of exposure, 15 and 30 

min. For both durations a significant decrease of the electrical activity was noted 

respectively 5.3 % ± 1.5 and 11.9 ± 3.9. For the 15 min exposure time, a 

recovery of 53.2 % ±11.5 was observed 60 min after insult. As for the previous 

hypoxia level (5%), there was no recovery of the electrical activity in the case of 

30 min exposure. 

Assessment of cell viability was studied by the propidium iodide staining. 24 

hours after OGD, a low level of cell death (10 %) was observed in three hypoxic 

conditions with a short exposure time (15 min), and in the case of mild ischemia 

with long exposure (10%, 30min), correlating with an electrophysiological 

recovery at 60 min after the insult. In the case of moderate or severe hypoxia 

(1% and 5% O2), the level of cell death was significantly increased in the long 

exposure group (30 min) at 24h and at 48h (Fig. 2A, B). In these conditions, a 

significant amount of cell death was induced in CA1, CA2, and CA3, correlating 

with an absence of electrical recovery. A low level of cell death was seen only in 

the condition mild hypoxia (10%) with short exposure (15 min) 72h after OGD, 

(Fig. 2C), in all other conditions there was an important cell death. At the late 
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time-point, 6 days after the insult, level of cell death, around 50%, was similar 

for all conditions (Fig. 2D). This time-course of cell death illustrates that in the 

conditions with a short time of exposure, the cell death is delayed at 72h to 6 

days after insult. In the moderate OGD conditions, the cell death appeared first 

in the dentate gyrus (DG, data not shown). Our results were obtained with 

hippocampal slice cultures from P10-P12 animals. Neurons in such cultures are 

more resistant to OGD than in cultures from older animals (P20-30; (5). In our 

most severe OGD condition, the duration of the experimental ischemia was 

longer than in vivo models of global ischemia in the rat or in the gerbil (9), 

suggesting that neurons in hippocampal cultures are more resistant. 

For our ischemic preconditioning, we chose our mildest OGD condition (10%O2, 

15 min; lowest cell death at 72h, (Fig.2C), transiently reduced electrical activity 

(Fig. 1A)) as the preconditioning stimulus followed 24 hours later by a severe 

second OGD (5%O2, 30 min, highest cell death at 72h (Fig 2C), no electrical 

recovery within 60min (Fig 1B)). As expected, the preconditioning induced a 

significant neuroprotection, with a significantly lower cell death 24 hours after 

the severe OGD (9.8% ± 3.7 versus 19.5% ± 4.7. p<0.05). This protection was 

observed at 24h, 48h and as late as 6 days after moderate OGD (Fig. 3A), 

similar to the effect of MK801 (Fig. 3C), chosen as a positive control. MK801, a 

NMDA antagonist known as a neuroprotectant, which was applied (10 μM) (18) 

starting from 5min before, and during OGD. The protection induced by 

preconditioning however differed from the one resulting from MK801 treatment, 

in that it protected neuronal cells from the decrease of the evoked potential 

amplitude. Indeed, 5 min after OGD, the value in preconditioned slices was 

79.7% ± 5.8 of baseline versus 14.1% ± 4.0 (p<0.05). This significant difference 
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was maintained during the 60 min of recording (Fig. 3B). In the experiments 

with MK801, we observed a decrease of evoked potential to 20.5 % ± 10.1. A 

recovery of the evoked potential was observed beginning at 20 min after 

reperfusion (Fig. 3D). The neuroprotection was significant at 24h, 48h and 72h 

after the insult. With MK801, however, cell death increased 6 days after OGD 

and there was no significant difference with controls (Fig. 3C). 

We report of an in vitro approach allowing us to model ischemia and define 

conditions of ischemia ranging from mild to severe, with complete, partial or 

absent electrical recovery, combined with delayed neuronal death. We 

observed a good correlation between the neuronal electrical activity and the 

degree of cell death. Some functional characteristics of the penumbra in vivo 

were thereby reproduced in the moderate and mild OGD with neuronal electrical 

silence and preserved trans-membrane ionic gradients (1) 

         The level of delayed cell death, 6 days after insult (50% of cell death), was 

similar in all conditions (Fig. 2D) excepted in after IPC (Fig. 3A). In this new 

model, we have shown that the loss of evoked responses following OGD 

corresponds to neuronal loss in first days after insult for sever conditions or 

after 6 days. Our in vitro approach is suitable to study mechanisms of ischemic 

neuronal death and test neuroprotectants, such as MK801 (Fig. 3), or, as we 

showed recently, the inhibitor of the c-Jun-N-terminal kinase D-JNKI1 [6]. With 

MK801 treatment, there was a reduced neuronal death in PI staining and a 

functional recovery by electrophysiology, as we have also shown with the D-

JNKI1 (6). Interestingly, the decrease of the electrical activity was prevented in 

the IPC. This result indicates that the preconditioning protects the functional 

electrical activity in the neuron. The adaptation of the electrical activity was 
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previously observed in a model acute hippocampal slices pre-exposed to a 

short anoxia (5 min) (19). This adaptation was time dependent and rapid (19). 

The maintaining of the electrical activity permits a good neuroprotection at 6 

days after the insult (Fig. 3A). In MK801 treatment, there is no neuroprotection 

(Fig. 3C) and this correlates with a transient decrease of the electrical activity 

(Fig. 3D). To date, the mechanisms of preconditioning are still studied. Initial 

experiments suggested a role of the adenosine (25). More recent reports seem 

to indicate a role of the PKC pathways and the heat shock proteins (8,15,23). 

The model described in this study is a powerful tool to further characterizes the 

mechanisms of IPC and especially the molecular modifications that permit the 

protection of the electrical activity after mild OGD. 
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Figure 1: Effects of different insult paradigms on the recovery of extracellular 

field EP following 15 and 30 min OGD at 10 % of O2 (A), at 5 % of O2 (B), and 

at 1 % of O2 (C).  

(A) Hippocampal slices in condition 10 % of O2 during 15 and 30 min 

demonstrated recovery of synaptic activity similar to baseline levels, with no 

significant differences between both time periods. (B) Hippocampal slices in 

condition 5 % of O2 during 15 min demonstrated a recovery of EP back to 50 % 

to 60% of baseline levels. In contrast, slices treated during 30 min did not 

exhibit a recovery. A significant difference between the two time periods was 

observed at 20 min (*, p<0.05, non parametric test, Mann-Whitney U-test). (C) 

Hippocampal slices in condition 1% of O2 showed a recovery for the 15 min 

with a value of 50 % of the baseline. A significant difference between the two 

groups was observed after 50 and 60 min of recovery (*, p<0.05, non 

parametric test, Mann-Whitney U-test). Slices treated with 1% of O2 during 30 

min did not present a recovery. The Mann-Whitney U-test was used to compare 

population spike recovery of organotypic slices. Each point represents mean ± 

SEM. 
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Figure 2: Effects of insults (1% of O2, 5% of O2, 10% of O2, during 15 or 30 

min) on cell death in hippocampal slice cultures at 24 (A), 48 (B), 72 hours(C), 

and 6 days (D) after insult evaluated by propidium iodide staining.  

(A) At 24 hours after insult, in the group of moderate and severe hypoxia (1% 

and 5 % O2), the level of cell viability was significantly different between 15 

min and 30 min of exposure (*, p<0.05, ANOVA, Scheffe test). A significant 

difference of cell death was observed between the condition of 10% of 02 

during 15 min and the conditions 5% and 1% of O2 during 30 min (*, 

p<0.05, ANOVA, Scheffe test).  

(B) At 48h after insult, the conditions 1, 5 and 10% of O2 showed a lower level 

of cell death significantly different of the cell death in the conditions 1 and 

5% (*, p<0.05, ANOVA, Scheffe test).  

(C) At 72h, only the condition 10 % of O2 during 15 min showed a significant 

lower cell death with the rest of the group (*, p<0.05, ANOVA, Scheffe test).  

(D)  At 6 days, the cell death showed no significant difference among the 

groups. Data represents mean ± s.e.m. 
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Figure 3: Neuroprotective effects of preconditioning (A, B) and MK801 (C,D) on 

cell death (A,C) and on the recovery of extracellular field EP (B, D) following 30 

min OGD at 5 % of O2.  

(A) Preconditioning by a OGD 10% during 15min 24 hours before the insult 

induced neuroprotection reflected by a significant decrease of the cell death 

at 24h (9.8% ± 3.7 versus 19.5% ± 4.7, ANOVA, Scheffe-test), at 48 h (9.3 

± 4.3 versus 32.2% ± 4.4, ANOVA, Scheffe-test) and at 6 days (25.5 ± 5.2 

versus 48.8% ± 4.7, ANOVA, T-test). An example of PI-staining in OGD 

without (OGD) and with preconditioning (IPC) was presented at 48h and at 

6 days after insult. The PI-staining was more extended in the OGD slices 

compared to IPC slices at 48h. This difference was still observed at 6 days. 

The scale bar is 500 μm.  

(B) In preconditioned slices, the EP was only slightly affected after a moderate 

OGD (79.7% ± 5.7 at 5 min versus 14.1 ± 4.0, p<0.05, non parametric test, 

Mann-Whitney U-test) and total recovery was rapidly observed.  

(C) MK801 used as pre-treatment and during OGD induced a significant 

neuroprotection from 24h to 72 h after moderate OGD.  

(D)  In contrast with the preconditioning, the electrical activity decreased after 

moderate OGD in slices treated with MK801 (20.5% ± 5). Recovery started 

20 min after OGD (*, p<0.05, non parametric test, Mann-Whitney U-test). 
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Resumo 

 

 

No pré-condicionamento isquêmico cerebral (PCI), uma isquemia inicial 

subletal aumenta a resistência neuronal a uma subseqüente isquemia mais 

severa. Apesar de diversos estudos, os mecanismos ainda não são 

completamente entendidos. Nosso objetivo é desenvolver um modelo in vitro 

de PCI em culturas organotípicas de hipocampo. Em vez de anoxia, 

escolhemos aplicar variados graus de hipoxia, o que nos permite diversos 

níveis de insulto graduados de leve a severo. As culturas foram expostas a 

uma privação combinada de oxigênio e glicose (POG) de várias intensidades, 

avaliando-se a atividade elétrica e a morte celular. O PCI foi obtido pela 

exposição a uma condição isquêmica leve (10% de O2 por 15 minutos) 24 

horas antes de uma severa privação (5% de O2 por 30 minutos). 

Surpreendentemente, o PCI produziu não apenas uma diminuição na morte 

celular isquêmica até 6 dias após o insulto, como também uma perda transitória 

da resposta potencial evocada. O grande interesse e a vantagem desse 

sistema sobre a preparação rápida de cortes a cultura primária de células é a 

habilidade de mensurar simultaneamente o atraso da morte celular e a função 

celular. 
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Introdução 

 

O pré-condicionamento isquêmico (PCI) é uma isquemia subletal que aumenta 

a resistência do tecido à subseqüente isquemia letal (4). Vários modelos de 

PCI têm sido desenvolvidos in vivo (5,12,18) e in vitro (6,11,19,26).  Entretanto, 

os mecanismos específicos desse estado de tolerância isquêmica permanecem 

desconhecidos. A cultura organotípica de hipocampo é um modelo 

particularmente válido para estudar a isquemia cerebral in vitro devido à 

semelhança em alguns aspectos com a isquemia in vivo, como a seletiva 

vulnerabilidade dos neurônios de CA1 à privação de oxigênio e glicose (POG) 

(9,14). As culturas organotípicas também oferecem a vantagem de preservar 

as conexões sinápticas intrínsecas encontradas in vivo e a possibilidade de 

estudar o retardo da morte celular.  Essas culturas têm sido amplamente 

utilizadas para investigar processos isquêmicos utilizando-se a POG 

combinada (3,13,15-17,23,24). Nessas culturas, a privação de oxigênio foi 

seguida pela anoxia que induz rapidamente a morte neuronal (3,13,15-

17,23,24).  A fim de estabelecer uma condição apropriada para o PCI leve, 

decidiu-se aplicar diferentes níveis de hipoxia combinada com hipoglicemia de 

curta ou longa duração, causando, assim, um dano isquêmico leve, moderado 

ou severo. Avaliou-se o impacto da POG através da atividade elétrica e da 

morte celular. 
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Material e Métodos 

 

 Culturas organotípicas de hipocampo foram preparadas a partir de 

cérebros de ratos de 10 a 12 dias de vida (OFA, IFFA-CREDO, França), tal 

como previamente descrito (7). Cortes coronais de hipocampo foram colocados 

em uma membrana (Millicell-CM, Millipore) com paredes contendo 1,5 ml de 

cultura (50% MEM, GIBCO Laboratories, enriquecido com HEPES e 

bicarbonato de sódio, 25% de solução salina de Hank, 25% de soro de cavalo, 

2 mM de L-glutamina e D-glicose a uma concentração final de 6,5 mg/ml). As 

culturas desenvolveram-se a 37°C, 100% de umidade e 5% de CO2. Após 4 

dias e meio, foram transferidas para outro meio de cultura, contendo 15% de 

soro de cavalo e 5 mM de D-glicose. Os cortes de hipocampo foram mantidos a 

33°C em 5% de CO2 e o meio de cultura foi trocado a cada 3 dias.  A 

temperatura de 33°C é a condição preconizada para manter culturas 

organotípicas por longos períodos de tempo (21). 

 Em contraste com estudos prévios que usaram anoxia na POG (3,13,15-

17,23,24), os cortes organotípicos de hipocampo foram submetidos a 

hipoglicemia combinada com três diferentes níveis de hipoxia (1%, 5% ou 10%) 

por 15 ou 30 minutos, no oitavo dia de cultura, em DMEM (D5030, Sigma) 

enriquecido com 1 mM de D-glicose e 2 mM de L-glutamina. A concentração de 

1 mM de D-glicose foi considerada hipoglicêmica comparada àquela 
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normalmente utilizada em culturas organotípicas (5 a 25 mM) (3,13,21,23,24). 

O meio foi equilibrado por 1 hora a 37°C em uma câmara hipóxica umidificada 

(COY-Laboratory, USA) com uma atmosfera hipóxica de 1%, 5% ou 10% de O2 

e 5% de CO2 balanceado com N2.  Os cortes foram transferidos para uma placa 

de cultura contendo o “meio isquêmico” e, então, colocadas na câmara de 

hipoxia por 15 ou 30 minutos. Culturas-controle foram colocadas em meio 

DMEM combinado com 5 mmol/L de D-glicose e 2 mmol/L de L-glutamina por 

30 minutos a 37°C em uma atmosfera normóxica e umidificada. Após serem 

submetidas a hipoxia, todos os cortes de hipocampo foram colocados em meio 

de cultura contendo 15% de soro de cavalo e 5 mM de D-glicose a 33°C por 24, 

48, 72 horas ou 6 dias. 

  Potenciais evocados de campo extracelular (PE) foram registrados na 

região CA1 do hipocampo, usando-se um sistema de disposição de 

multieletrodos (Physiocard, Biocell, Geneva), e medidos com o software 

Physiocard (Biocell, Geneva) (7,22). Registrou-se também a região CA3 a uma 

frequência de 1 estimulação a cada 2 minutos antes e depois da POG em 5 a 9 

cortes para cada diferente condição. As amplitudes dos PE registrados antes 

da POG (~ 1,2 Mv) foram consideradas as medidas basais (100% da 

voltagem). Após a POG, a recuperação das descargas elétricas foi monitorada 

por 1 hora. Os valores obtidos de experimentos independentes  (n=5 a 9) foram 

demonstrados através de média ± DP. Teste U de Mann-Whitney foi utilizado 

para comparar a população de descargas surgidas após 15 minutos de POG 

versus 30 minutos de POG e 30 minutos de POG a 5% O2 versus o pré-

condicionamento com MK-801. Um valor de p < 0,05 foi considerado 

significativo. 
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A morte celular foi determinada em CA1 por meio de um indicador fluorescente 

de viabilidade celular denominado iodo propiônco (PI) em cinco experimentos 

diferentes contendo quatro cortes hipocampais por membrana. O PI foi 

adicionado ao meio a uma concentraçao de 5 µg/ml, 30 minutos antes de 

quantificar a morte neuronal de cada placa. A emissão da fluorescência do PI 

(excitação de tamanho de onda de 568 nm) foi medida 24, 48, 72 horas e 6 

dias após POG, usando-se um microscópio de epifluorescência (Leica) com 

aumento da lente de 5X, acoplado a uma câmera (Leica, Inc.). Os resultados 

do PI foram expressos em porcentagens da morte celular máxima, obtida pela 

submersão de cortes em PBS por 24 horas (1,7). Os valores da morte neuronal 

obtidas a partir de experimentos independentes foram demonstrados através 

de média ± DP. ANOVA e teste Scheffe Post Hoc foram empregados para 

comparar o dano neuronal em diferentes condições. Um valor de p< 0,05 foi 

considerado significativo.           

 

Resultados 

 

          Exposição a 10% de O2  (hipoxia leve) para ambos os tempos, 15 e 30 

minutos, ocasionou uma diminuição da atividade elétrica 5 minutos após a 

OGD a 34,6% ± 5,7 e 34,0% ± 9,12, respectivamente, em relação ao valor-

controle. Uma rápida e completa recuperação foi observada em 40 minutos 

após POG para ambos os tempos (15 e 30 minutos, Figura 1A). Exposição a 

5% de O2 (hipoxia moderada) por 15 ou 30 minutos induziu um significativo 

decréscimo da amplitude do PE a 5 minutos após o insulto hipóxico, com 

respectivamente 19,8% ± 5,1 e 6,7% ± 0,9% do valor-controle (Figura 1B). A 
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recuperação elétrica não foi significativa na condição 5% de O2 por 30 minutos 

(Figura 1B). Da mesma maneira, foi observada uma diferença entre os tempos 

de exposição de 15 e 30 minutos a 1% de O2 (hipoxia severa). Para ambas as 

durações, houve uma diminuição significativa da atividade elétrica: 5,3% ±1,5 e 

11,9% ± 3,9. Para o tempo de exposição de 15 minutos, a recuperação de 

53,2% ± 11,5 foi observada 60 minutos após o insulto. Assim como no nível de 

hipoxia moderada (5% de O2), não houve recuperação da atividade elétrica nos 

casos expostos a 30 minutos de POG. 

  A avaliação da viabilidade celular foi estudada através da coloração pelo 

PI. Vinte e quatro horas após a POG, observou-se um baixo nível de morte 

celular nas três condições hipóxicas com um curto período de exposição (15 

minutos) e em uma condição hipóxica de longa exposição (10% a 30 minutos, 

hipoxia leve), correlacionando-se com uma boa recuperação eletrofisiológica  

60 minutos após o insulto. Nos casos de hipoxia moderada ou severa (5% e 

1% de O2), o nível de morte celular foi significativamente aumentado nos 

grupos de longa exposição (30 minutos) a 24 e 48 horas (Figura 2A, B). Nessas 

condições, uma quantidade significativa de morte celular foi induzida em CA1, 

CA2 e CA3, correlacionando-se com uma ausência de resposta 

eletrofisiológica. Setenta e duas horas após a POG, um menor índice de morte 

celular foi visto na hipoxia leve (10%) com curta exposição (15 minutos) (Figura 

2C) e, em todas as outras condições, houve uma significativa morte celular. 

Seis dias após o insulto, o índice de morte celular (≈ 50%) foi similar para todas 

as condições (Figura 2D). Esse espaço de tempo de morte celular demonstra 

que, após um curto período de POG (15 minutos), a morte celular é retardada 

de 72 horas a 6 dias do insulto. Em condições de POG moderada, a morte 
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celular aparece primeiro no giro denteado (dados não-demonstrados). Em 

nossa condição mais severa de POG, a duração de isquemia experimental foi 

maior que para modelos in vivo de isquemia global em ratos ou gerbos (10), 

sugerindo que neurônios em culturas de hipocampo são mais resistentes. Além 

disso, nossos resultados foram obtidos com culturas hipocampais provenientes 

de animais com 10 a 12 dias de vida, e sabe-se que neurônios dessas culturas 

são mais resistentes que aqueles de animais mais velhos (20 ou 30 dias de 

vida) (6). 

Para os experimentos de PCI, escolhemos os valores de hipoxia leve e de 

curta duração (10% de O2, 15 minutos), que demonstravam os menores níveis 

de morte celular a 72 horas (Figura 2C) e somente uma redução transitória da 

atividade élétrica (Figura 1A).  Esse pré-condicionamento foi seguido, 24 horas 

depois, por um segundo, porém mais severo, episódio de POG (5% de O2, 30 

minutos) com alto índice de morte celular a 72 horas (Figura 2C), sem 

recuperação da atividade elétrica em 60 minutos (Figura 1B). Como esperado, 

o PCI induziu uma considerável neuroproteção, com significativa redução da 

morte celular 24 horas após severa POG (9,8% ± 3,7 versus 19,5% ± 4,7, p< 

0,05). Essa proteção foi observada em 24, 48 horas e até 6 dias após a POG 

(Figura 3A).   

  A proteção induzida pelo pré-condicionamento foi diferente daquela 

resultante do tratamento com o MK-801, escolhido como controle positivo. O 

MK-801 é um antagonista NMDA e um potente neuroprotetor.  Ele foi aplicado 

5 minutos antes (10 μM) (19) e mantido durante a POG. A diferença entre os 

dois tratamentos foi observada 5 minutos após a segunda POG, quando o valor 

da amplitude do potencial evocado nos hipocampos pré-condicionados foi 
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79,7% ± 5,8 em relação ao valor basal versus 14,1% ± 4,0 nos hipocampos não 

pré-condicionados (p< 0,05). Esda diferença significativa foi mantida durante os 

60 minutos de recuperação (Figura 3B). Nos experimentos com MK-801, 

observamos uma diminuição precoce do potencial evocado a 20,5% ± 10,1 

com uma recuperação iniciando 20 minutos após o término da POG (Figura 

3D). Uma neuroproteção, com menor índice de morte celular, foi encontrada às 

24, 48 e 72 horas após o insulto hipóxico em ambos os tratamentos.  

Entretanto, no grupo MK-801, a morte celular aumentou consideravelmente aos 

6 dias após POG, porém sem significância estatística (Figura 3C). 

 

Discussão 

 

          Relatamos um modelo in vitro original que se aproxima de um modelo de 

isquemia e definimos condições isquêmicas graduadas de leve a severa, com 

completa, parcial ou ausente recuperação da atividade elétrica, combinadas 

com um retardo da morte celular. A habilidade em mensurar a morte neuronal 

e, ao mesmo tempo, avaliar a função neuronal é uma das vantagens desse 

modelo. Observamos uma boa relação entre atividade elétrica neuronal e grau 

de morte celular. Algumas características funcionais da penumbra in vivo 

foram, desse modo, reproduzidas em situações de leve a moderada POG com 

silêncio elétrico neuronal e gradientes iônicos transmembrana preservados (2). 

O nível de morte celular, 6 dias após POG, foi similar em todas as condições 

(Figura 2D), exceto após PCI (Figura 3A).  

          Nesse modelo, demonstramos que a perda de respostas evocadas 

seguindo a POG corresponde à perda neuronal nos primeiros dias após insulto 
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severo ou após 6 dias para condições leves. Nosso modelo in vitro é 

apropriado para estudar mecanismos de morte neuronal isquêmica e testar 

candidatos neuroprotetores (Figura 3). Com o grupo MK-801, houve uma 

redução da morte neuronal observada na coloração com PI e uma recuperação 

funcional vista através da eletrofisiologia, como já havíamos demonstrado com 

D-JNKI1 (7).  

          O PCI também foi capaz de prevenir a queda da atividade elétrica, 

indicando que o pré-condicionamento protege a atividade elétrica funcional do 

neurônio. A adaptação da atividade elétrica foi previamente observada em um 

modelo instantâneo de cortes hipocampais pré-expostos a um curto período de 

anóxia (5 minutos) (20). A manutenção da atividade elétrica correlaciona-se 

com uma significativa neuroproteção até 6 dias após o insulto (Figura 3A). Esse 

resultado contrasta com o tratamento com MK-801, em que o efeito 

neuroprotetor não é mantido após o sexto dia do insulto (Figura 3C). Essa 

ausência de neuroproteção a longo prazo corresponde a uma diminuição 

transitória da atividade elétrica (Figura 3D).  

          Os mecanismos neuroprotetores do PCI não são totalmente conhecidos. 

Experimentos iniciais em coração e cérebro sugerem um papel da adenosina 

(25). Relatos mais recentes indicam a implicação de vários mecanismos que 

podem ser divididos em pelo menos duas categorias: 1) de defesa celular 

contra a isquemia e 2) de incremento da capacidade das funções vitais dentro 

da célula (8). Esses mecanismos podem apresentar-se através da inibição da 

apoptose via produção de óxido nítrico, redução do p53, por resposta ao 

estresse ou estabilização de membrana (8). O modelo in vitro descrito neste 

estudo pode servir como uma importante ferramenta para caracterizar os 
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mecanismos do PCI e, especialmente, as modificações moleculares que se 

seguem à preservação da atividade elétrica após uma POG leve.  

 

FIGURAS- LEGENDAS 

 

Figura 1  

Efeitos de diferentes paradigmas de insultos na recuperação do PE do campo 

extracelular  após 15 e 30 minutos  OGD a 10% de O2 (A), a 5% de O2 (B) e a 

1% de O2 (C).  

 

(A) Fatias hipocampais na condição 10% de O2, durante 15 e 30 minutos, 

demonstrou recuperação de atividade sináptica similar aos níveis de base, 

sem diferenças significativas entre ambos os períodos de tempo.  

(B)  Fatias hipocampais na condição 5% de O2, durante15 minutos, 

demonstrou uma recuperação do PE de 50 a 60% dos níveis de base. Em 

contraste, hipocampos tratados durante 30 minutos não demonstraram 

recuperação. Uma diferença significativa entre os dois tempos foi 

observada a 20 minutos (*, p<0,05, teste não- paramétrico, Teste U de 

Mann-Whitney).  

(C)  Fatias hipocampais na condição 1% de O2 demonstraram uma 

recuperação, para 15 minutos, de 50% dos níveis de base. Uma diferença 

significativa entre os dois grupos foi observada a 50 e 60 minutos da 

recuperação (*, p<0,05, teste não-paramétrico, Teste U de Mann-Whitney). 

Hipocampos tratados com 1% de O2, durante 30 minutos, não 

apresentaram recuperação. Teste U de Mann-Whitney foi usado para 
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comparar a recuperação da população de pontas das fatias organotípicas. 

Cada ponto representa média ± SEM. 
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Figura 2 

Efeitos dos insultos (1% de O2, 5% de O2, 10% de O2, por 15 ou 30 minutos) na 

morte celular de culturas organotípicas hipocampais a 24 (A), 48 (B), 72 horas 

(C) e 6 dias (D) após insulto avaliado pelo iodo propiônco.  

(A) 24 horas após o insulto, no grupo de moderada e severa hipoxia (1% e 5% 

de O2), os níveis de viabilidade celular foram significativamente diferentes entre 

15 e 30 minutos de exposição (*, p<0,05, ANOVA, Scheffe Test). Uma 

diferença significativa de morte celular foi observada entre a condição 10% de 

O2 durante 15 minutos e as condições 5 e 1% de O2 durante 30 minutos (*, 

p<0,05, ANOVA, Scheffe Test).  

(B) 48 horas após o insulto, as condições com curto período de exposição (15 

minutos) 1, 5 e 10% de O2 demonstraram um menor nível de morte celular 

significativamente diferente das condições 1 e 5% por 30 minutos (*, p<0,05, 

ANOVA, Scheffe Test).  

 (C) 72 horas após o insulto, somente 10% de O2,  durante 15 minutos, 

demonstrou uma diminuição significativa da morte celular comparada ao 

restante do grupo (*, p<0,05, ANOVA, Scheffe Test).  

(D) Aos 6 dias, a morte celular não demonstrou dierenças significativas entre 

os grupos. Dados representados através de média ± SEM. 
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Figura 3  

          Efeitos neuroprotetores do pré-condicionamento (A,B) e MK801 (C,D) na 

morte celular (A,C) e na recuperação do PE de campo extracelular (B, D) 

seguindo 30 minutos POG a 5% de O2.  

(A) Pré-condicionamento 24 horas antes do insulto induz neuroproteção, 

refletido por uma diminuição significativa da morte celular a 24 horas (9,8% ± 

3,7 versus 19,5% ± 4,7, ANOVA, Scheffe Test), 48 horas (9,3 ± 4,3 versus 

32,2% ± 4,4, ANOVA, Scheffe Test) e 6 dias (25,5 ± 5,2 versus 48,8% ± 4,7, 

ANOVA, Scheffe Test). Um exemplo de coloração com PI com pré-

condiconamento (PCI) e sem (POG) é observado a 48 horas e 6 dias após o 

insulto. A coloração com PI foi mais intensa nas fatias POG quando 

comparadas às fatias PCI a 48 horas. Essa diferença permanece aos 6 dias. 

Escala de 500 μm.  

(B) Em fatias pré-condicionadas, o PE foi levemente afetado após moderada 

POG (79,7% ± 5,7 a 5 minutos versus 14,1 ± 4,0, p<0,05, teste não-

paramétrico, Teste U de Mann-Whitney) e uma recuperação total foi 

rapidamente observada.  

(C) O MK801 usado como pré-tratamento e durante POG induziu uma 

significativa neuroproteção de 24 a 72 horas após moderada POG.  

(D) Ao contrário das fatias pré-condicionadas, nas fatias tratadas com MK801 a 

atividade elétrica diminuiu após OGD moderada (20,5% ± 5). A recuperação 

iniciou 20 minutos após POG (*, p<0,05, teste não-paramétrico, Teste U de 

Mann-Whitney). 
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