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RESUMO

O presente estudo comparou dois métodos de isolamento de neurdnios corticais
viaveis para estudos in vitro de direcionamento axonal. Inicialmente procuramos
isolar células de projecdo calosa utilizando inje¢des intrauterinas de microesferas
fluorescentes por pressao em cortices E17 e P3. Apos uma sobrevida de 24h, a
regido cortical homotopica contralateral a injecdo era dissecada, dissociada, e as
células marcadas separadas por citometria de fluxo (FACS) pelo seu perfil de
tamanho, granulosidade e marcacéo. Para identificar quais populagcdes celulares
estavam presentes entre as células isoladas por FACS, usamos marcadores para:
neurénios (NeuN), glias (GFAP), interneurdnios (GABA) e neurbnios calosos
(Calretinina). A técnica apresentou dificuldades técnicas para injecdo, as ceélulas
nao eram viaveis apos separacao, e a imunofenotipagem foi inconclusiva. Assim,
tentamos isolar a subpopulagédo celular da camada 5 dando um pulso de BrdU
intraperitonial na gravida em E14. Coértices cerebrais E18 foram dissociados e
incubados com o ligante de DNA Hoechst. As células marcadas fracamente pelo
Hoechst foram separadas por FACS e cultivadas. Nessa etapa, definimos as
condi¢cBes do isolamento por citometria para sobrevivéncia das células em cultura
pois as células emitiram neuritos de diferentes tamanhos e complexidade em
menos de 24 h. Confirmamos a presenca de BrdU no DNA das células isoladas
por imunomarcacdo. Aproveitando-se das caracteristicas citoarquitetbnicas
corticais e das estratégias ontogénicas nesses mamiferos, propomos um método
simples de isolamento de neurdnios vidveis para aplicacdo nos estudos in vitro de
etapas do desenvolvimento neocortical como o direcionamento axonal.



ABSTRACT

This study compared two methods of isolation of viable cortical neurons for in
vitro studies of axon guidance. Initially we isolated callousal cells through
intrauterine pressure injections of fluorescent microspheres in E17 and P3 cortices.
After a 24-hour survival, the cortical region Homotopic contralateral injection was
dissected, dissociated, and labeled cells separated by flow cytometry (FACS) and
its size, granularity and fluorescence profiles. To identify which cell populations
were present in the cells isolated by FACS, we used markers for: neurons (NeuN),
glia (GFAP), interneurons (GABA) and callousal neurons (Calretinin). The
technique presented technical difficulties for injection, the cells were not viable
after separation, and immunophenotyping was inconclusive. So, we try to isolate
the subpopulation of layer 5 cells by giving a pulse of BrdU intraperitoneally in
pregnant mice in E14. E18 cerebral cortices were dissociated and incubated with
the DNA ligand Hoechst. Cells weakly stained by Hoechst were separated by
FACS and cultured. At this stage, we defined the conditions of isolation by flow
cytometry for cell survival in culture since we obeserved cells sending neurites of
different sizes and complexity in less than 24 h. We confirmed the presence of
BrdU in the DNA of isolated cells by immunostaining. Taking advantage of the
cytoarchitectonic features and cortical ontogenetic strategies of those mammals,
we propose a simple method of isolation of viable neurons for use in in vitro studies
of neocortical development stages as the axonal targeting.
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1. INTRODUCAO

1.1 Embriogénese do sistema nervoso central

A origem embrionaria do sistema nervoso (SN), ectodérmica, constitui uma
evidéncia evolutiva da sua funcao de relacionar o organismo com o0 meio que o
cerca. Mas esse folheto também da origem a pele, o que requer um
comprometimento com o destino neural por parte das células ectodérmicas que
formardo a placa neural. Proteinas BMPs (que determinam o destino ectodérmico)
sdo bloqueadas por uma regido organizadora que produz fatores indutores —
folistatina, noguina e cordina, por exemplo — que se ligam a elas no ectoderma
neural (Tiedemann et al., 1998; Lent, 2001). Da placa neural origina-se o tubo neural
- de onde surge o sistema nervoso central (SNC) - e, onde este se fecha,
lateralmente, surgem estruturas longitudinais, as cristas neurais — origem do sistema
nervoso periférico (SNP). Quando o tubo neural completa seu fechamento, ele se
dilata rostralmente e notam-se as vesiculas encefalicas primarias: prosencéfalo,
mesencéfalo e rombencéfalo.

No prosencéfalo, as préoximas estruturas a surgirem séo as vesiculas opticas e
telencefalicas, em pares, e o diencéfalo. O par de vesiculas telencefalicas cresce
lateral e posteriormente, passando a se localizar ao lado e acima do diencéfalo, e
das porgdes ventrais dos hemisférios telencefalicos surgem os bulbos olfativos. A
intensa proliferagao neuronal nas paredes das vesiculas telencefalicas dao origem a
substancia cinzenta do cortex cerebral e do telencéfalo basal. Apds a proliferagao e
migragao, os neurdnios comegam a emitir axdnios que se alongam para estabelecer

a “comunicacao” entre as diferentes regides do SN. As fibras axbénicas vao compor a
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substancia branca subcortical, o corpo caloso e a capsula interna, entre outros feixes
de fibras (Bear et al., 2002a).

A nivel celular, o desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) pode ser
didaticamente dividido em seis etapas: (1) proliferacdo; (2) migracao; (3)
diferenciagao bioquimica e morfoldgica; (4) crescimento neuritico e sinaptogénese;
(5) fendbmenos regressivos (regressao axonal, eliminagdo de sinapses e morte
celular); (6) e mielinizagdo. E importante lembrar que essas etapas, apesar de
constituirem mecanismos celulares distintos, acabam por se sobrepor

temporalmente.

1.2. Corticogénese

A origem embrionaria do cortex cerebral € a vesicula prosencefalica, inicialmente
formada por uma camada de células precursoras situadas na luz do tubo neural.
Apos a proliferagao, os neurdnios migram para os sitios finais que ocuparao durante
toda a vida adulta do animal (Angevine & Sidman, 1961). Quatro regides iniciais -
zonas ventricular (VZ), subventricular (SVZ), intermediaria (IZ) e marginal (MZ) - do
SNC embrionario dao origem ao padrao histolégico do encéfalo maduro (Figura 1). A
zona ventricular € composta por células proliferantes que assumem morfologia
alongada e estendem seu citoplasma na direcdo da superficie telencefalica dorsal,
prendendo as regides citoplasmaticas mais externas a membrana interna da pia. Os
primeiros neurénios imaturos que deixam a VZ formam a pré-placa (PP) e os
seguintes dividem esta em subplaca (SP) e MZ. Os proximos se interpdem entre
elas para formar a placa cortical (CP) e entre a VZ e a IZ originando a SVZ (Bystron

et al., 2008).
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Figura 1: Esquema dos compartimentos transitérios do coértex ao longo da corticogénese. (A)
Inicialmente, s6 ha a VZ composta por progenitores ainda com morfologia arredondada; (B) Células
ventriculares assumem morfologia alongada e prendem seus processos radiais a superficie interna da
pia, e seus nucleos movimentam-se no eixo dorso-ventral durante as mitoses formando a PP; (C)
Novos precursores posicionam-se entre a ZV e a PP dando origem a SVZ; (D) surgem, ainda
sobrepostas, a SP - formada por neurdnios imaturos que se estabeleceram no meio da PP -e a IZ —
formada por neurdpila e neurbnios que estdo migrando para a CP - e a CP - composta pelos
neurdnios que se interpuseram entre a MZ e a SP; (E) no fim da corticogénese, VZ e SVZ constituem
os compartimentos proliferativos; a IZ é o primérdio da substancia branca cortical; a SP contém
neurdnios recém gerados; a CP é a precursora das camadas Il — VI; e a MZ, contendo a camada SG,
formard a camada |. Abreviaturas: CP: placa cortical; IZ: zona intermediaria; MZ: zona marginal; PP:
pré-placa; SG: granular subpial; SP: subplaca; SVZ: zona subventricular; VZ: zona ventricular
(Adaptado de Bystron et al., 2008).

1.2.1. Proliferacéo celular e formag&o das camadas

Em mamiferos, o cortex maduro € organizado em seis camadas de células
(Jacobson, 1991). No comego da década de 60, duas caracteristicas muito
importantes da corticogénese foram descritas: (1) a estratificagdo do coértex ocorre
de maneira inversa, isto é, as camadas mais profundas nascem antes das
superficiais, em um gradiente proliferativo “inside-out” e (2) as camadas formam-se
pela migragdo neuronal de neurdnios jovens provenientes das zonas proliferativas
do telencéfalo (Angevine & Sidman, 1961).

Estudos posteriores mostraram haver uma relagdo entre o0 momento em que os
neurdnios sdo gerados e a camada que ocupam no cortex maduro: os primeiros

progenitores a deixarem o ciclo celular assumindo um fenétipo neuronal ocupam as
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camadas profundas do cortex e sao ultrapassados pelas células originadas das
préoximas ondas neurogénicas que migram em direcao a superficie pial formando as
camadas superiores (Caviness, 1982). Em camundongos, a primeira onda
neurogénica ocorre em E11 (EO = dia da concepgao) (Caviness, 1982), e novos

neurénios nascem e deixam as zonas proliferativas pelos seis dias seguintes (Figura

2).
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Figura 2: Cronologia da formagédo das camadas neocorticais em camundongos. Abaixo da seta, as
datas do periodo gestacional em que se iniciam as ondas proliferativas que formam a estrutura
esquematizada acima da mesma. Assim, a neurogénese comega em 10.5 (considerando o dia da
verificagdo do tampao vaginal como E0.5) na VZ; em E11.5, forma-se a PP; em E12.5, nasce a CP,
no meio da PP, que dara origem as camadas Il-VI; em E14.5 é gerada a primeira camada do
gradiente neurogénico invertido (VI); em E16.5, nasce a camada V; e no ultimos dias nascem as
camadas IV-Il que completam o padréo hexalaminado do cértex do animal adulto. Abreviaturas: CH:
bainha cortical; CP: placa cortical; E: embrionario; 1Z: zona intermediaria; LGE: eminéncia ganglionar
lateral; MGE: eminéncia ganglionar medial; MZ: zona marginal; Ncx: neocoértex; PP: pré-placa; SP:
subplaca; SVZ: zona subventricular; VZ: zona ventricular; WM: substéncia branca (modificado de
Molyneaux et al., 2007).

No neocortex, ha duas grandes classes neuronais: os interneurdnios — inibitérios
e de circuitaria local - e os neurdnios de projecao - excitatdrios e que projetam para
alvos corticais, subcorticais e subcerebrais - compostas por uma grande diversidade

de subtipos neuronais, com morfologia e propriedades eletrofisiolégicas distintas, o
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que contribui para a complexidade da circuitaria cortical (Larkman & Mason, 1990;
Mason & Larkman, 1990; Kawaguchi & Kubota, 1997; Markham et al., 2004). Elas
também podem ser distinguidas pelo aspecto bioquimico, sendo a maioria dos
interneurénios GABAérgicos e dos neurbnios de projegao, glutamatérgicos (Lavdas
et al., 1996). Injecdes localizadas de [°H]-timidina nas zonas proliferativas neocortical
ou das eminéncias ganglionares durante a neuronogénese do furdo e
imunohistoquimica mostraram que cada uma dessas regides origina uma das
grandes classes neuronais citadas acima: os interneurénios nascem nas eminéncias
e 0s neurdnios de projecao sao de origem neocortical (Anderson et al., 2002) (Figura
3). Além disso, o destino laminar dos dois tipos neuronais em questdo depende da
data em que deixam a zona proliferativa e ndo do sitio de onde se originam (Tan et

al., 1998; Anderson et al., 2002).
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Figura 3: Identificagdo imunohistoquimica de células marcadas em P1 com timidina tritiada (pontos
pretos sobrepostos as células nas autoradio grafias de campo claro) no Ncx de furdo de 6 semanas.
Cabecas de seta cheias indicam células ["H]-timidina positivas, cabecas de seta vazias indicam
células imunopositivas (marcagdo marrom) e setas cheias apontam células duplamente marcadas. A
timidina foi injetada na EG - coluna da esquerda — e no Ncx — coluna da direita. Marcadores de
interneurdnios (A-J) marcam células da EG (A, C, E, G, 1), mas raramente neurdnios provenientes da
ZP (B, D, F, H, J), enquanto marcadores de neurdnios de proje¢do cortical (K-N) marcam células
provenientes da ZP (L, N), mas raramente as da EG (K, M). Abreviaturas: EG: eminéncia ganglionar;

GABA: acido y-aminobutirico; GAD: acido glutdmico descarboxilase; ZP: zona proliferativa cortical.
Barra de escala = 200 um (adaptado de Anderson et al., 2002).

1.2.2. Interneurdnios

Essa classe de neurbnios corresponde a cerca de 20-30% dos neurdnios
neocorticais (Xu et al., 2003; 2004; Markram et al.,, 2004). Sdo gabaérgicos
inibitérios, com excegédo de alguns subtipos, e, morfologicamente, caracterizam-se

por: soma sem um formato tipico e tamanho variando entre 10-30 um (Ascoli et al.,
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2008); axoénios curtos ramificando dentro de uma mesma coluna cortical e projetando
lateralmente para varias (Wonders & Anderson, 2006; Markram et al., 2004 para
referéncia); e uma arborizagdo dendritica esparsa e com poucos espinhos
dendriticos. Sua fungcdo de modular a atividade local é exercida por uma diversidade
de subtipos que variam em morfologia e aspectos eletrofisiolégicos e moleculares.

Quanto a sua origem, sabe-se que eles sdo gerados principalmente na zona
ventricular ventral (pallium) no mesmo momento que os neurdnios de projecao
(Miller, 1985; Anderson, 2002) e, sobre seu destino, que migram tangencialmente
(DeDiego et al., 1994; O’'Rourke et al., 1997; Tan et al., 1998; Parnavelas et al.,
2000; Corbin et al., 2001; Marin & Rubenstein, 2001) (Figura 4) e distribuem-se nas
camadas conforme a data em que deixam a zona proliferativa e o subtipo gerado
(Anderson et al., 2002; Valcanis & Tan, 2003; Butt et al., 2005; Rymar & Sadikot,
2007).

A pluralidade de subtipos dessa classe tem sido intensamente investigada, e a
principal pergunta é se ela depende do sitio de origem, da carga genética dos
progenitores, dos perfis molecular e celular da regido onde se estabelecem
definitivamente ou da combinagdo de todos esses fatores. Em camundongo, os
interneurénios GABAérgicos que nascem em dominios Nkx2.l-positivos da
eminéncia ganglionar medial (MGE) migram para o neocortex e expressam
parvalbumina ou somatostatina (Wichterle et al., 2001; Xu et al., 2004) indicando que
essas células ja apresentam um comprometimento fenotipico no inicio de suas vidas
antes mesmo de chegarem ao seu destino laminar. Outro trabalho recente reforgou
essa hipotese ao identificar grupos de interneurdnios migrantes expressando
marcadores tardios de subtipos ja nas idades embrionarias precoces pela triagem de

precursores em embrides E13.5 e E15.5 de camundongos transgénicos para
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expressao de DIx - um fator de transcricdo de interneurénios (Stihmer et al., 2002) -

(Batista-Brito et al., 2008).
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Figura 4: Panorama de rotas de migragado tangencial conhecidas e hipotetizadas. Secc¢bes coronais
(a e b) e sagital (c) mostrando as rotas ja bem (setas cheias) e pouco (setas tracejadas) descritas.
Rotas: (1) MGE para o CTX; (2) MGE para LGE; (3) fronteira cortico-estriatal para telencéfalo
ventrolateral; (4) EGL para CTX e HIP; (5) CGE para telencéfalo dorsal; (6) EGL para OB (cadeia
migratéria rostral); (7) regiao retrobulbar para MZ. Abreviaturas: CGE: eminéncia ganglionar caudal;
CTX: cortex; HIP: hipocampo; LGE: eminéncia ganglionar lateral; MGE: eminéncia ganglionar medial;
MZ: zona marginal; OB: bulbo olfativo (modificado de Corbin et al., 2001).

1.2.3. Neurdnios corticais de projecéo
1.2.3.1. Origem e diferenciacao

Esta classe € constituida por células que projetam para regides intra e
extracorticais distantes, glutamatérgicas excitatorias em sua maioria, apresentam um
corpo celular grande e arborizacdo dendritica densa (Conti et al., 1987; Larkman &
Mason, 1990; De Felipe & Farinas, 1992; Hevner et al., 2003). Com relagao as
conexdes que estabelecem, esses neurbnios sdo agrupados em 3 subclasses: (1)
corticofugais, células que projetam para o talamo, tronco encefalico e medula

espinhal; (2) associativos, com projecdes intracorticais ipsilaterais; (3) comissurais,
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quando seus axonios cruzam as comissuras telencefalicas (Molyneaux et al., 2007).
Apesar dessas caracteristicas gerais, essa € uma classe bem heterogénea com
relagdo a varios aspectos, o que dificulta o isolamento dos diversos subtipos que a
compdem. Por exemplo, os primeiros dados hodologicos descreveram uma
especificidade entre as camadas de origem e os alvos de projegao dos neurdnios
piramidais do cortex (Gilbert & Kelly, 1975; Innocenti et al.,, 1985), mas
posteriormente descobriu-se que ha mais de um subtipo co-habitando uma mesma
camada (Peters & Kara, 1985; Larkman & Mason, 1990; Koester & O’Leary, 1993) e
gque uma mesma célula pode projetar simultaneamente para alvos distintos
(McGeorge & Faull, 1987; Hedin-Pereira et al., 1999; Lent, 1988; Thomson &
Bannister, 2003).

A origem dessas células é a VZ cortical (pallium) (Anderson et al., 2002) a partir
de E11 em camundongos (Nowakovski et al., 1975; Caviness, 1982), seus
precursores migram radialmente (Tan et al., 1998) para se estabelecer
definitivamente nas suas camadas de destino, e o comprometimento de seus
progenitores com o0s subtipos a serem gerados ocorre desde o inicio da
neurogénese - antes de deixarem o ciclo celular - como demonstrou o transplante
heterocrénico de precursores gerados tardiamente para tecidos mais precoces que
nao foram capazes de produzir os subtipos do estagio do explante receptor
enquanto progenitores mais jovens que o tecido hospedeiro sobre o qual foram
cultivados geraram o0s neurbnios correspondentes ao estagio do explante
(McConnell & Kaznowski, 1991) e de maneira progressiva (Desai & McConnell,
2000). Em cultura, progenitores de células-tronco embrionarias produziram os
neurénios de cada camada na ordem temporal observada in vivo (Shen et al., 2006;

Gaspard et al., 2008). E assim como cada area e camada corticais sdo geradas em
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ondas neurogénicas distintas ou a partir de um determinado ciclo celular (Polleux et
al., 1997; Takahashi et al., 1999), cada classe dentro de um mesmo estrato cortical
também apresenta um momento de nascimento especifico (Polleux et al., 2001;
Arimatsu e Ishida, 2002). Mecanismos extrinsecos como pistas moleculares no meio
e contatos celulares (Bohner et al., 1997) também sao importantes para essa
determinagao da identidade laminar dos neurdnios de proje¢do em amadurecimento.

Porque sao geradas na zona proliferativa do neocortex, esses precursores nao
precisam navegar por longas distancias para atingir a placa cortical como ocorre
com os interneurénios gerados nas EG’s, realizando um trajeto radial em diregcéo a
pia para compor os estratos corticais (Tan et al.,, 1998). Os progenitores podem
assumir uma morfologia bipolar com um prolongamento lider espesso e outro
seguidor mais fino e se deslocarem apoiados em fibras de glia radial que vao da
parede ventricular a superficie pial (Rakic, 1972) ou se manterem unipolares,
estenderem um prolongamento até a superficie pial e deslocarem seu soma para
cima encurtando o prolongamento lider (Miyata et al., 2001; Nadarajah et al., 2001;
Tamamaki et al., 2001). Um terceiro tipo de migragdo neuronal no cortex é realizado
por progenitores da IZ e da SVZ que ramificam, apresentando uma morfologia
multipolar, e saltam de uma fibra de glia radial para outra (Tabata & Nakajima, 2003)
(Figura 5). Alguns neurbnios de projecéo Satb2-positivos, no entanto, nascem no
cértex dorsal e migram para o subicular tangencialmente (Britanova et al., 2006).
Mas diferente das subclasses de células de circuitaria local que se originam de
dominios molecularmente distintos da zona proliferativa das EG’s (Wonders &
Anderson, 2006; Fogarty et al., 2007; Hardt et al., 2008), as populagdes de

neurénios de projecao diferenciam-se durante seu amadurecimento, ndo pelo seu
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sitio de origem, mas pelo perfil de expressao génica caracteristico de cada subtipo

(Hevner et al., 2003; Gal et al., 2006; Hevner et al., 2006).

SVZL

Figura 5: Mecanismos de migracao radial no neocoértex ao longo do desenvolvimento. (a) No inicio da
corticogénese, neurbnios migram por translocacdo somal; (b) mais tarde, a maioria dos neurdnios
corticais de projegéo prende-se a fibras de glia radial, deslocam-se em dire¢do a CP, desprendem-se
e se translocam para a superficie; (c) na SVZ, neurbnios ramificam e “saltam” de uma fibra de glia
radial para outra, mecanismo descrito como migragdo multipolar ou ramificada. Abreviaturas: CP:
placa cortical; 1Z: zona intermediaria; SVZ: zona subventricular; VZ: zona ventricular (modificado de
Britanova et al., 2006).

1.2.3.2. Morfologia, funcao e conexdes intralaminares

As camadas Il/lll enviam eferéncias para a medula espinhal (Cho et al., 2004) e
areas intracorticais ipsi (Callaway & Katz, 1990; Durack & Katz, 1996; Petersen et
al., 2003; Tanigawa et al., 2005) e contralaterais, estas concentradas na porgao
inferior da camada lll e aquelas na Il (Meissirel et al., 1991). Dois subtipos de células
excitatérias piramidais tipicas as compdem: um com neurdnios de somas cOnicos
médios que emitem um dendrito apical espesso com uma porcao inicial nao
espinhosa, uma distal com espinhos muito ramificados e um tufo apical na camada |
e dendritos basais densamente ramificados que correm lateralmente ou descem

para a camada |IV; e outro com neurbnios de somas ovais um pouco menores
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emitindo dendritos apicais e basais mais finos € menos densos (Peters & Kara,
1985). Os axbnios das células piramidais da camada |l projetam sem ramificagdes
para as camadas IV-VI, fazem muitas conexdes com outras piramidais
intralaminares e deixam o cortex pela substancia branca, enquanto, na lll, elas
ramificam muito nas camadas Il/lll e V e conectam células espinhosas naquelas
(Thomson et al., 2002). No aspecto funcional, neurbnios corticoespinhais piramidais
disparam PA’s regulares de adaptagdo lenta e rapida (Cho et al.,, 2004). Como
marcadores moleculares, estas camadas expressam os genes Cuxl e Cux2 (Nieto
et al.,, 2004; Zimmer et al., 2004; Ferrere et al., 2006) e Svetl (Tarabykin et al.,
2001).

Na camada IV, as células de projecdo sao associativas, em sua maioria
(Bannister, 2005), calosas (Voigt et al., 1988) e corticoespinhais (Cho et al., 2004).
Elas se dividem em 3 subclasses morfoldgicas: piramidais espinhosas com dendrito
apical robusto e soma cdnico; nao-piramidais classe | com dendritos espinhosos,
soma esférico pequeno e um dendrito apical (piramidais estreladas) ou dendritos de
comprimentos semelhantes (células espinhosas estreladas ou multipolares); e nao-
piramidais classe Il com dendritos “lisos” e soma grande eliptico bi ou multipolares
(Simons & Woolsey, 1984; Elston et al., 1997). Nos cortices sensoriais, as células
nao-piramidais classe | sdo a primeira estacdo das aferéncias talamicas nesta
camada e, juntamente com as células piramidais, emitem projecdes densamente
arborizadas intralaminarmente para as camadas Ill e com uma arborizagdo menos
expressiva para a V e a VI (Lubke et al.,, 2000; Bannister, 2005). No cortex
somatosensorial de roedores, a organizagao colunar cortical para processamento de
informacdes periféricas € evidenciada por moédulos funcionais que representam as

vibrissas do focinho e formam os campos dos “barris”, cuja principal caracteristica é
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a relacao topografica de 1:1 entre cada vibrissa e sua representagao cortical, isto &,
cada barril representa uma unica vibrissa. As regides entre os barris séo
denominadas septos e apresentam uma baixa celularidade (para referéncias, Lubke
et al.,, 2000). Nessa regidao, os neurbnios espinhosos multipolares tém uma
arborizacao dendritica restrita aos barris em que seus somas se encontram, evitando
as areas de septo, as células piramidais estreladas tém uma arvore dendritica com
campos maiores, que invadem barris vizinhos, mas ambos os subtipos possuem
grande assimetria dendritica (Elston et al., 1997; Lubke et al., 2000). Os principais
alvos dos neurbnios espinhosos desta camada sao outros neurbnios excitatorios
espinhosos no mesmo barril e piramidais das camadas Il/lll na mesma coluna
cortical (Lubke et al., 2000). Em relagcdo as propriedades funcionais, as células
piramidais da camada IV de rato tém dois padrbes de disparo: as de disparo regular
produzem potenciais de agao (PA) prolongados com frequéncia de adaptacgao lenta;
e as de disparo fasico, mais numerosas, com sequéncias de PA’s curtas, frequéncia
de adaptacgao rapida e um longo periodo refratario (Bannister, 2005). Em roedores e
primatas, incluindo humanos, o gene do receptor nuclear RORp € utilizado como
marcador desta camada (Nakagawa & O’Leary, 2003; Hevner, 2007; Watakabe,
2007; Moroni et al., 2009; Watakabe, 2009), bem como os genes Cuxl (Nieto et al.,
2004; Zimmer et al., 2004; Ferrere et al., 2006) e Svetl em camundongo (Tarabykin
et al., 2001).

Na camada VI, encontra-se a maioria dos neurdnios corticotalamicos. As células
desse subtipo de neurbnios corticofugais tém somas piramidais pequenos que
projetam organizadamente para diferentes nucleos do talamo de acordo com sua
posicao dentro da camada: os axdnios que partem da parte mais profunda inervam

nucleos especificos, possuem uma arvore dendritica colateral restrita a uma unica
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coluna cortical e chegam até a camada IV; os originados da porgao superior inervam
mais de um nucleo talamico, tém uma arborizacao colateral mais ampla penetrando
em até trés colunas corticais adjacentes e terminando na porg¢ao superior da camada
V (Va). As células que projetam intracorticalmente, ou células cortico-corticais
(CC’s), se concentram na regiao superior da camada (Vla) e incluem 3 subtipos: as
que apresentam soma piramidal tipico, dendrito apical curto e um axénio
descendente ramificado que penetra areas somatosensoriais secundarias, areas
motoras ou o0 corpo caloso; as de soma piramidal invertido tém uma arborizacao
dendritica densa nas camadas IV, V e VI e também penetram os cortices motor e
somatosensorial secundario; e as bipolares ou fusiformes, que emitem dois dendritos
basais opostos longos, espinhosos e verticalmente orientados e um dendrito apical
com uma complexa arborizagao colateral cujos ramos tangenciam a borda inferior da
camada e a substancia branca cortical e inervam as mesmas areas do primeiro
subtipo (Zhang & Deschénes, 1997; Deschénes et al., 1998). No cortex lateral de
ratos adultos, as subpopulacdes cortico-talamica e cortico-corticais diferenciam-se
pela expressao de latexina (negativa e positiva, respectivamente) (Arimatsu & Ishida,
1999), e estes sao gerados depois daqueles durante o desenvolvimento (Arimatsu &
Ishida, 2002). Entre as CC’s, as bipolares ipsilaterais expressam Nurrl e as
contralaterais nao (Arimatsu et al., 2003). Funcionalmente, os neurbnios CC'’s
piramidais disparam em fase com picos unicos seguidos de um periodo refratario
(Mercer et al., 2005); CC’s bipolares apresentam os perfis de disparo ténico ou
fasico-ténico (para referéncia, Andjelic et al., 2009), com frequiéncia de adaptagao e
amplitude de acomodacao moderadas, e esses dois padrées nao estao relacionados

as suas caracteristicas somatodendriticas nem aos alvos ipsi ou contralaterais
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(Andjelic et al., 2009); e as piramidais CT’s disparam tonicamente com uma discreta

frequéncia de adaptacao (Mercer et al., 2005).

Figura 6: Reconstru¢cdes de camera lucida de somas e densdritos de neurbnios piramidais marcados
com biocitina das areas FL/HL (a—d, f and i) and M1 (e, g and h). (a, c, e—g, i) Neurbnios piramidais
classicos. (b) Neurdnio pyramidal de O’Leary. (d) Neurbnio pyramidal estrela de Lorente de N6. (h)
Neurdnio pyramidal fusiforme. Espinhas dendriticas n&o estao ilustradas. Neurénios (b), (f) and (h)
correspondem a fotografias de (a), (c) and (d), respectivamente. (modificado de Cho et al., 2004b)

1.3. Neurdnios de projecédo da camada V
Seus neurdnios ndo constituem uma classe homogénea, como demonstrado por
Kasper e colaboradores (1994) que identificaram dois subtipos distintos dessas

células: neurdnios que projetam para alvos subcerebrais emitem dendritos apicais
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densamente ramificados com padréao de disparos em salvas quando despolarizados
(Tipo 1); e neurdnios projetando contralateralmente ou para o estriado ispilateral, com
dendritos apicais pouco ramificados e padrao de disparos regular mediante estimulo
despolarizante (Tipo Il) (Figura 6). No aspecto morfoldgico, as células piramidais do
tipo | tém somas grandes e estdo esparsamente distribuidas na parte superior da
camada (Va), e as do tipo Il, somas menores e ocupam densamente a regido mais

inferior (Vb) (Koester & O’Leary, 1993; Kasper et al., 1994).

E15-16 Tipo | Tipo Il
Medula Espinhal, Cértex Contralateral
E21-P( Alvo Coliculo Superior, Alvo Estriado

Ponte, Estriado

Nao-tufado - 1

¥ Zn

L
|

P5-7 Tufado

™

P15-21 Em salva J’ L Em rajada
A

Figura 7: Neurbnios piramidais da camada V sdo classificados em dois subtipos de acordo com seus
sitios de projecdo, e das caracteristicas morfologicas e eletrofisiolégicas no animal adulto. O
diagrama resume o desenvolvimento ontogénico que leva a selecdo do alvo, diferenciacdo
somatodendritica e emergéncia das propriedades eletrofisioldgicas distintas. Abreviaturas: E:
embrionario; P: pdés-natal (modificado de Molnar & Cheung, 2006).

A descricdo de duas classes distintas de neurbnios piramidais nesta camada
(Koester & O’Leary, 1993; Kasper et al., 1994) iniciou a tentativa de se identificar
marcadores moleculares e bioquimicos caracteristicos de cada umas delas. Para
distingao delas, imunocitoquimica, hibridizagao in situ (HIS), expressao da proteina
fluorescente verde (GFP) em células de linhagens transgénicas para genes desta

camada, separacao de células ativada por fluorescéncia (FACS), microarray, PCR e
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RT-PCR (Feng et al., 2000; Arlotta et al., 2005; Molyneaux et al., 2005; Sugino et al.,
2006; Yoneshima et al., 2006) tém sido combinadas com a classica marcacgao
retrograda a partir dos alvos dessas subpopulagbes. Entre as moléculas
identificadas, destacam-se: GAP-43, proteina pré-sinaptica expressa em neurdnios
corticotalamicos (Feig, 2004); Otx-1, fator de transcricao expresso seletivamente em
neurénios com eferéncias subcerebrais das camadas V e VI (Frantz et al., 1994);
Er81, fator de transcricido expresso em motoneurdnios da medula espinhal, nas
corticofugais da camada V emitindo eferentes para a medula espinhal e coliculo
superior e em algumas calosas (Xu et al., 2000; Yoneshima et al., 2006); Ctip-2,
gene com expressao associada aos neurbnios corticoespinhais e corticotectais da
camada V e nao expresso pelas calosas do mesmo estrato (Arlotta et al., 2005);
Fezfl, gene caracteristico das células de projecédo subcorticais (Hirata et al., 2004;
Arlotta et al., 2005; Chen et al., 2005; Molyneaux et al., 2005); proteina 36, expressa
nas células cortifugais da camada V (Stanfield & Jacobowitz, 1990); Lmo4, fator de
transcricdo que identifica as piramidais do tipo Il da camada V (Arlotta et al., 2005;
Azim et al.,, 2009); Calretinina, proteina ligadora de Ca2+ de um subgrupo de
neurénios calosos (Mitchell et al.,, 2006); Satb2, uma proteina ligante do DNA de
neurénios calosos (Britanova et al., 2005; 2008; Szemes et al., 2006; Alcamo et al.,
2008); Sox5, gene especifico de neurdnios subcorticais (Kwan et al., 2008; Lai et al.,
2008). Diferentes estudos tém mostrado que essas expressdes sdo temporalmente
variaveis na embriogénese e no desenvolvimento pdés-natal, dificultando o uso
dessas moléculas como ferramentas de imunofenotipagem (Frantz et al., 1994;
Hevner et al., 2003; Nieto et al., 2004; Arlotta et al., 2005; revisado por Mdlnar &

Cheung, 2006).
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O pico neurogénico desta camada, no camundongo, ocorre de E14 — E15
(Angevine & Sidman, 1961; Caviness, 1982; Polleux et al.,, 1998). Parte dos
neurdnios desta camada estende fibras para o hemisfério contralateral e forma o
corpo caloso, principal comissura telencefalica dos mamiferos placentarios,
enquanto as fibras que se dirigem para as estruturas subcorticais formam,
juntamente com aquelas que sobem para o cortex, as capsulas interna, externa e
extrema. Em estudos que determinaram a data de nascimento das células das
camadas corticais observou-se que neurdnios da camada V calosos ou coértico-
fugais laterais sdo gerados no mesmo periodo da corticogénese, mas nao ha
projecao simultdnea para os dois alvos (Lent & Lacerda-de-Menezes, 1988; Lent et
al., 1990; Koester & O’Leary, 1993). O grupo de O’Leary sugere que desde a
emissdo do axdnio — ou mesmo antes - as células que projetam pelo caloso e pela
capsula interna sao populagdes celulares distintas que crescem em diregao a alvos
especificos e ndo sobrepostos. Ha, porém, argumentos que desfavorecem essa
hipotese. Koester e O’Leary (1993) fizeram inje¢cdes de rastreadores diferentes
simultaneamente na ponte e em um dos hemisférios, e ndo observaram células
duplamente marcadas no cértex, afirmando, em fungao disso, que desde periodos
precoces do desenvolvimento haveria uma distingdo das duas vias. Como nao foi
feita injecdo na capsula interna, ou préximo a ela, ndo se pode desconsiderar um
possivel crescimento das fibras calosas até alvos intermediarios da via cortico-fugal
lateral. Além disso, inje¢cdes de rastreadores anterogrados no cortex marcam
axbnios calosos que projetam para o estriado ipsolateral (McGeorge & Faull, 1987) e
contralateral (Hedin-Pereira et al., 1999), persistindo até a fase adulta (Dreher et al.,
1990; Lent et al., 1990). Como a via de comunicagao entre o cértex e o estriado é a

capsula interna, este achado desfavorece a hipétese de O’Leary.
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A trajetdria percorrida pelas fibras nervosas até seus alvos pode ser longa, o que
dificulta a analise dos fatores que influenciam a via de crescimento axénico como um
todo. E razoavel supor que, ao longo de seu trajeto, um mesmo axénio encontre e
responda a diferentes sinais capazes de influenciar suas opcdes de direcao de
crescimento. Estes sinais sdo gerados pelos chamados alvos intermediarios, pontos
de escolha essenciais da via de crescimento (Godement et al., 1994; Shirasaki et al.,

1998; Stuermer & Bastmeyer, 2000; Garel & Rubenstein, 2004) (Figura 7).

Figura 8: Esquema mostrando a formagdo da via talamo-cortical com sinalizagdo de um alvo
intermediario. Ax6nios de diferentes neurdnios taldmicos encontram um gradiente (regido roxa) latero-
medial descrescente de um sinalizador molecular quando chegam a um alvo intermediario e
direcionam-se para regioes distintas no cortex (modificado de Garel & Rubenstein, 2004).

Hedin-Pereira e colaboradores (1999) mostraram que apds a injecéo cortical de
biocitina, parte dos axdnios corticais marcados se estende medial ou lateralmente
dentro da substancia cinzenta para formar conexdes intracorticais (Hedin-Pereira et
al., 1999); outros alcangam a substancia branca para entdo se segregarem em um
estrato mais superficial, que compreende os axdnios que se dirigem lateralmente, e

outro, mais profundo, formado por fibras que se dirigem a linha média. Muitos dos
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axbénios em desenvolvimento bifurcam ainda na substancia cinzenta, e outros ja
dentro da substancia branca, emitindo um ramo medial e outro lateral (Koester &
O’Leary 1993; Hedin-Pereira et al., 1999; Garcez et al, 2007). Foi demonstrado por
nosso laboratério que fibras provenientes, principalmente, de neurénios da regiao
dorsolateral do cértex bifurcam e emitem, simultaneamente, ramos para o corpo
caloso e para a capsula interna, em idades embrionarias tardias e pds-natais

precoces do desenvolvimento (E18 e P1, respectivamente) (Garcez et al, 2007).

1.3.1. Projec¢des subcorticais de neurdénios de camada V

As células corticotalamicas ocupam a parte inferior (Vb) da camada (Veinante et
al., 2000) e diferenciam-se das originadas da camada VI por serem colaterais das
fibras subcerebrais, nao ramificarem no complexo talamico reticular, projetarem para
nucleos associativos e intralaminares inespecificos e apresentarem botdes terminais
densos (Deschénes et al., 1994; Bourassa & Deschénes, 1995). Seus dendritos séo
relativamente pouco espinhosos comparados aos das fibras corticoespinhais (Gao &
Zheng, 2004), mas sao mais ramificados, e o dendrito apical desta classe, que emite
mais dendritos apicais primarios, € bem proeminente do que os das fibras calosas e
corticoespinhais e chega bem proximo da superficie pial. No potencial de repouso,
essas células nao disparam espontaneamente e, quando estimuladas, geram PA’s
duplos seguidos de uma fase de adaptagdo com um periodo refratario longo e de
grande amplitude e uma sequéncia de PA’s regulares sem ou com baixa frequéncia
de adaptagao (Hattox & Nelson, 2007).

Neurdnios corticoestriatais ocupam a subcamada Vb e também emitem axbnios

para o cortex e estriado contralaterais e para o trato piramidal ipsolateral e
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apresentam padrdoes de disparo variado, a maioria com uma forte frequéncia de
adaptacao e sem despolarizagao pés-potencial (Hattox & Nelson, 2007).

As projegdes corticoespinhais dessa camada originam-se de uma classe
heterogénea de células cujos perfis eletrofisiolégicos formam 3 subclasses:
neurdnios com frequéncias adaptativas baixa ou alta; neurbnios que disparam
regularmente depois de uma rapida fase adaptativa; neurénios de disparo regular
com destacada despolarizagdo pos-potencial e que podem gerar salvas
repetidamente. A arborizacio colateral dos axdnios descendentes € similar em todos
os tipos e relativamente densa. As células adaptativas apresentam um dendrito
apical bem espinhoso, mais fino e soma menor (Tseng & Prince, 1993; Hattox &

Nelson, 2007).

1.3.2. Projecdes calosas de neurbénios de camada V

Localizadas principalmente na por¢cao superior da camada, essas células tém
somas esféricos menores, dendritos apicais mais curtos pouco ramificados e pouco
espinhosos que chegam até as camadas Il/lll, dendritos basais mais longos, menos
numerosos e menos ramificados que as células subcorticais. No aspecto funcional,
sao mais facilmente despolarizadas, apresentam um periodo de adaptagcao maior
que das corticotalamicas (Kasper et al., 1994; Hattox & Nelson, 2007).
Funcionalmente, elas n&o disparam salvas como as subcorticais, sendo
consideradas de disparo regular, e o primeiro PA é intenso e rapido (Kasper et al.,

1994).
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1.4. Citometria de Fluxo e Isolamento de Neurbnios

A citometria de fluxo € uma técnica que mede caracteristicas quimicas e/ou
fisicas de células ou particulas da mesma ordem de grandeza quando estas passam
por um sistema de medic¢ao - citdbmetro de fluxo - em um jato de fluido. Separador de
fluxo ou celular é o citdbmetro de fluxo capaz de medir, desviar por métodos elétricos
e/ou mecanicos e coletar células/particulas que apresentam as caracteristicas que
se encaixam dentro dos padrdes determinados pelo usuario (Shapiro, 2003). As
propriedades celulares medidas pela citometria incluem: didametros celular e nuclear,
distribuicdo de marcador, estrutura interna, potencial de membrana, area de
superficie e volume, e entre os componentes mensurados estdo: nucleo e antigenos
nucleares, enzimas, proteinas, RNA, hormbnios e antigenos de superficie (Dean,

2003).

Essa técnica teve suas primeiras aplicagdes nas areas de hematologia — para
contagem de células sanguineas em suspensdes liquidas — e bacteriologia — para
quantificacdo de bactérias em aeroséis através de medidas de espalhamento da luz
ou impedancia elétrica. Posteriormente, analises quantitativas de acidos nucléicos e
proteinas celulares eram realizadas a partir de medidas da absor¢cédo de luz.
Atualmente, os citbmetros modernos distinguem e contam eritrocitos, subtipos de
leucocitos e trombdcitos medindo impedancia elétrica, espalhamento e absorcao de
luz (Shapiro, 2003) e a citometria tem ampliado sua participacdo em outras areas
clinicas e de pesquisas biomédicas. Entre as aplicacbes atuais pode-se citar:
diagnostico de doengas, cariotipagem cromossdmica, acompanhamento de terapias
contra cancer, citogenética, identificacdo de células tumorais e biologia celular

basica (Dean, 2003).
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As caracteristicas das células avaliadas na citometria de fluxo sdo chamadas de
parametros e eles sado de natureza quimica ou fisica. Os paradmetros basicos sdo o
tamanho e a granulosidade (ou granularidade) citoplasmatica, ditos intrinsecos pois
sdo de origem autonbmica, e a fluorescéncia (emitida por marcadores
fluorescentes), considerada um parametro extrinseco pois € conferida pelo usuario.
No caso dos pardmetros intrinsecos, a medida é feita a partir do espalhamento da
luz que incide sobre a célula individualmente. Quando uma célula passa pelo feixe
de LASER, ocorre um espalhamento frontal (FSC) de amplitude proporcional ao
tamanho (didmetro) da célula e um espalhamento lateral (SSC) produzido pelo
desvio do feixe quando este encontra as organelas (granulos) celulares e representa
a complexidade da célula. No caso do parametro extrinseco, ele € a medida da
fluorescéncia emitida pelas células apds marcacdo prévia com moléculas
fluorescentes como, por exemplo, fluoréforos acoplados a anticorpos ou marcadores

injetados nas células.

O principio de operacéao do citdmetro de fluxo é a sucgao da amostra — células em
suspensio liquida — para dentro de um tubo, chamado camara de fluxo, no interior
de um sistema fechado e preenchido por um tampao. O tampao dentro da camara
flui com uma determinada pressao superior a da amostra entrando no sistema de
maneira a fazer esta correr pelo centro da camara (entre dois “folhetos” de tampé&o)
formando um feixe central. Esta compressdo da amostra no centro da camara pela
diferenca de pressdo entre amostra e tampdo €& denominada focalizagc&o
hidrodindmica. Em um determinado ponto mais inferior desse sistema ha duas
aberturas diametralmente opostas no tubo para a entrada e saida de um feixe
luminoso originado de um laser. Esse feixe intercepta as células na amostra e as

alteragcdes na forma e tamanho dele sdao medidas por sensores (Figura 8) e a
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fluorescéncia extrinseca ¢é captada e medida por filtros de fluorescéncia
posicionados ortogonalmente ao feixe de luz que incide sobre as células (Figura 9).
Todos esses sinais sdo coletados e processados por um sistema computacional e
transformados em graficos para andlise dos diversos parametros avaliados (Dean,

2003).
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Figura 9: Esquema da camara de fluxo de um citdmetro de fluxo. O feixe da amostra é comprimido
pelo do tamp&o, confinando as células (pontos pretos) ao centro da camara. O feixe luminoso é
focalizado sobre o de células (modificado de Dean, 2003).
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Figura 10: Esquema de um citémetro de fluxo com dois detectores de fluorescéncia e um detector de
espalhamento. A luz emitida por dois marcadores fluorescentes é separada por espelhos dicréicos e
filtros 6pticos. Com os filtros adequados, o fotomultiplicador P1 pode medir o espalhamento de luz
ortogonal ao feixe luminoso incidente (modificado de Dean, 2003).

Alguns citbmetros dispéem de um sistema adicional, além dos detectores
descritos acima, que também permite ao usuario selecionar populagcdes de células
dentro da sua amostra que apresentem valores especificos para os parametros
analisados e recupera-las para estudos in vitro, sdo os separadores celulares.
Depois de passar pelo feixe de laser, a amostra deixa a cAmara de fluxo e passa por
um orificio (nozzle) de cerca de 100 um de didmetro no ar. Simultaneamente, um
dispositivo acoplado a céamara de fluxo faz esta vibrar regularmente em altas
frequéncias perturbando o jato da amostra e quebrando-o em gotas de tamanho e
intervalos uniformes de maneira que cada gota contenha uma unica célula. A célula
que exibir os valores caracteristicos da populagao de interesse a ser isolada para os
parametros analisados na camara de fluxo é carregada eletricamente por um pulso

de voltagem imediatamente antes da sua gota ser formada e separa-se do jato da
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amostra ao passar por duas placas metalicas fortemente carregadas com cargas
opostas e caem diretamente em tubos ou placas de microscopia (Figura 10). E
possivel isolar até duas populacbdes distintas ao mesmo tempo simplesmente
carregando-as com cargas opostas para que cada uma das placas metalicas as

deflita para um lado (Dean, 2003).
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Figura 11: Esquema do principio do sorting. A medida que células (pequenos pontos pretos) a serem
isoladas se aproximam do final do jato recebem uma carga elétrica. Quando as gotas contendo uma
célula cada passam entre as placas de alta voltagem, as células carregadas defletem para tubos
separados. A defleccdo pode ser para esquerda ou para direita, possibilitando a coleta simultanea de
dois tipos celulares. No diagrama acima, duas gotas de cada tipo sdo separados (modificado de
Dean, 2003)
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Estudar as diferentes populagdes de neurdnios de projecao do cortex cerebral
tem sido o foco de trabalho de alguns grupos de pesquisa. Mas a variedade de
subtipos, a sobreposicao citoarquitetbnica dos mesmos e a reciprocidade das
conexdes corticais dificultam o isolamento e a caracterizacdo de células piramidais
de um unico subtipo. As principais estratégias consistem no uso de moléculas
rastreadoras que revelam a origem e/ou o destino de uma determinada via nervosa e
se baseiam no fluxo de moléculas entre o0 soma e o axbnio — transporte
axoplasmatico. Elas tiveram origem em métodos usados para estudar a
degeneragdo axonal que ocorre apdés a separagcdo de axbnio e soma neuronal
descrita pelo fisiologista inglés Augustus Waller - degeneracdo walleriana ou apés a
destruicdo do alvo de determinado neurdnio (Bear et al., 2002b; Vercelli et al., 2000).
No inicio desta década, Catapano e colabores (2001) aliaram o rastreamento
retrogrado com microesferas fluorescentes (Katz et al., 1984) a citometria de fluxo
para isolar neurbnios calosos de animais pés-natos. O emprego dessa técnica
combinada a outras classicas mostra-se uma estratégia valiosa para a compreensao
do funcionamento do sistema nervoso a nivel celular. Nosso grupo pretende explorar
a potencial aplicagéo dela juntamente com as estratégias de formagao do cortex

cerebral de roedores no estudo do desenvolvimento do SNC.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Este trabalho se propde estabelecer uma nova metodologia para o isolamento de
neurénios de uma subpopulacdo especifica de neurbnios de projecdo do cortex

cerebral durante o desenvolvimento.

2.2. Objetivos Especificos

- Estabelecer as condi¢bes adequadas para o isolamento de células viaveis por
citometria de fluxo para ensaios in vitro subsequentes;

- Comparar 2 técnicas de marcacao de células corticais para isolamento por FACS;

- Identificar subtipos de neurbnios corticais separados por citometria.
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3. METODOLOGIA

Todos os procedimentos com animais estavam de acordo com as recomendacdes
da Comissao de Avaliacdo do Uso de Animais em Pesquisa e foram aprovados pelo
mesmo (Protocolo DAHEICB 034). Todos os esfor¢os foram realizados de modo a

minimizar o nimero de animais utilizados e seu sofrimento.

3.1. Isolamento das células
3.1.1. Marcacao retrégrada com microesferas fluorescentes

Foram utilizados embrides de camundongos sui¢gos (Mus musculus) - acasaladas
por 12 horas - no 18° dia gestacional (E18, considerando E1 o dia da verificagdo do
tampao vaginal) e animais no 3° dia pds-natal (P3, considerando P1 o dia do
nascimento) para injecdo de microesferas. As gravidas para injegao in utero foram
anestesiadas com uma mistura de 200 mg/Kg de Cloridrato de Cetamina 5%
(Ketalar®; Pfizer) e 10 mg/Kg de Cloridrato de Xilazina 2% (Rompun®; Bayer Health
Care) administrada por via intraperitoneal (i.p.) e receberam 0,64 mg/Kg de
paracetamol 32 mg/mL (Tylenol®; Janssen-Cilag Farmacéutica) oralmente por
gotejamento. Os animais neonatos para inje¢cdo in vivo de microesferas foram
anestesiados por imersao em gelo durante 5 min.

Para identificagdo e isolamento dos neurdnios calosos, injetamos microesferas de
latex fluorescentes (LumaFluor Retrobeads™, LumaFluor Corp., EUA) bem préximo
a linha média de encéfalos dos camundongos suicos embrionarios e pods-natais
(Figura 12). O marcador é transportado retrogradamente e atinge os corpos
celulares no hemisfério contralateral. As injecées foram in utero nos embrides e in

vivo em neonatos, e os animais foram sacrificados 24h depois para procedimentos
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de dissociacado de células ou seccionamento histologico, respectivamente. A Figura

13 representa a cronologia dos experimentos desta etapa.

Figura 12: Esquema da injecdo de microesferas fluorescentes verdes. O marcadore é injetado em
um hemisfério e transportados retrogradamente pelas fibras calosas evidenciando os corpos celulares
de origem no hemisfério contralateral (modificado de Koester & O’Leary, 1993).

|
El E17 E18 2DIV P3 2DIV  poés-natal

Figura 13: E1: verificagcdo tampao vaginal; E17/P3: inje¢cdo beads in utero/ in vivo; E18:
processamento histologico do Cx ou dissecgdo Cx =» dissociagao regido homotopica CL = FACS =2
cultura; 2 DIV: fixagao e imunocitoquimica; pds-natal: processamento histoldgico. Abreviaturas: Cx:
cortex; CL: contralateral; E: dia embrionario.

Para estudar mecanismos celulares envolvidos na formagao da comissura calosa
durante o desenvolvimento embrionario, trabalhamos com embrides no 18° dia de
gestacdo. Em experimentos-piloto de marcacédo retrégrada em encéfalos nesta
idade, retirados previamente a injecdo e mantidos em fluido cérebro-espinhal
artificial (ACSF) borbulhados com O, conforme descrito por (Chang et al., 2000),
obteve-se um grande indice de morte celular que inviabilizava a etapa de
experimentos in vitro subsequentes. Para otimizar a sobrevivéncia das células e

obter o maior numero possivel de células calosas isoladas para cultura celular,
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optamos por injetar as microesferas in utero em embrides E18 para serem
transportadas in vivo pelo tecido e separa-las por citometria de fluxo.

A cirurgia de injecdo in utero consistia em: (1) anestesia da fémea gravida
(descrita no item 3.1.1); (2) tricotomia e inciséo cirurgica de aproximadamente 4 cm
na regiao abdominal, expondo o utero; (3) retirada da parede uterina e abertura do
saco amnidtico; (4) posicionamento dos embrides de forma a visualizar a regiao
dorsal do cértex, expondo bem a linha média e os dois hemisférios corticais; (5)
insercdo da seringa Microliter™ (5 pl; Hamilton Company, EUA) no cortex e injecdo
das microesferas; (6) reposicdo dos embrides na cavidade uterina e uso de
grampeador cirurgico AutoClip 9 mm Applier (MikRon Precision Inc., EUA) para
fechar a incisdo. Durante todo o procedimento, os embrides eram mantidos umidos
aplicando-se PBS 0,1 M de fosfato pH 7,4 a temperatura ambiente; (7) retirada dos
grampos cirurgicos e dos embrides 24h apds a injecdo para dissociagao dos
neurdnios calosos.

Para as injegbes in vivo, (1) o animal era anestesiado por 5 - 7 min em gelo até
deixarem de responder a um estimulo doloroso leve; (2) sua caixa craniana aberta
na linha média com o auxilio de um bisturi, cuidando para ndo atingir o tecido
encefalico; (3) o marcador era injetado ortogonalmente a superficie cortical dorsal
por um pequeno orificio feito previamente no cranio e localizado lateralmente a 3 mm
da linha média e 3 mm anteriormente ao ponto Bregma. O marcador deve atingir a
substancia branca cortical uma vez que os axénios dos neurdnios calosos ainda nao
atingiram a placa cortical nesse estagio do desenvolvimento; (4) o tecido cutaneo da
regido operada era reunido e suturado com gel cianoacrilato (LOCTITE®, Brasil); (5)

e os animais eram reanimados mergulhando-os parcialmente em H,O a 37 °C; (6)



49

quando voltavam a respirar, os filhotes eram mantidos sob uma fonte de calor por

cerca de 5 min e devolvidos a mae.

3.1.2. Marcacao com BrdU

Foram utilizadas fémeas de camundongos suigos (Mus musculus) no 14° dia
gestacional (considerando EO o momento da concepg¢ao) para a inje¢ao do marcador
de proliferagédo bromo-deoxiuridina (BrdU). Nessa etapa, os acasalamentos foram
filmados para datagao precisa dos embrides. As filmagens foram feitas colocando-se
um macho com duas fémeas, diferenciadas por coloragéo artificial da pelagem de
uma delas, em um aquario de vidro. De frente para este, foi posicionada uma
camera conectada a um computador portatil equipado com o programa Windows
Movie Maker para producao de filmes cronometrados, e uma luminaria de mesa com
uma luz de coloracdo vermelha lateralmente de maneira a iluminar indiretamente o
campo de filmagem. Os animais foram mantidos juntos por um periodo de 2 a até 15
horas, apds o qual, as fémeas eram examinadas para verificagao da presenca de
tampao vaginal e separadas nos casos em que este estava presente para
confirmagao da gravidez por variagao do peso corporal até o 14° dia de gestagao.
Para determinar o horario da concepcéao, os filmes eram analisados. Assim como
nas injecdes in utero de microesferas, as fémeas foram anestesiadas com uma
mistura de 200 mg/Kg de Cloridrato de Cetamina 5% (Ketalar®; Pfizer) e 10 mg/Kg
de Cloridrato de Xilazina 2% (Rompun®; Bayer Health Care) administrada por via i.p.
e receberam 0,64 mg/Kg de paracetamol 32 mg/ml (Tylenol®; Janssen-Cilag
Farmacéutica) oralmente por gotejamento.

Para identificagao e isolamento dos neurbénios de camada V, administrou-se 50

mg/Kg BrdU 10 mg/mL (Sigma-Aldrich Corp., EUA) em NaOH 0,007 N por via i.p.
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(Miller & Nowakowski, 1988) em fémeas no 14° dia gestacional, dia em que nascem
0os neurdnios destinados a camada V do coértex (Caviness, 1982). No 18° dia
embrionario, quando alguns neurdnios de camada V ja se estabeleceram na placa
cortical e seus axénios comegaram a cruzar a linha média (Ozaki & Wahlsten, 1998),
os embrides foram retirados para isolamento das células do cortex. As fémeas
gravidas passaram por uma histerectomia parcial para retirada de parte da ninhada
para os procedimentos de cultura. Apds a retirada dos embrides, em procedimento
estéril, o cortex foi dissecado e suas células dissociadas. Apds a dissociagao, as
células foram incubadas com Hoechst 33342 (H33342) (Sigma-Aldrich Corp, EUA)
para separacao por citometria de fluxo baseada na fluorescéncia desse marcador
nuclear. O Hoechst pode ser utilizado para separar células viaveis BrdU positivas e
negativas por citometria devido ao “silenciamento” da fluorescéncia do Hoechst pelo

BrdU (Mozdziak et al., 2000) (Figura 14).
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Figura 14: Histograma da fluorescéncia do Hoechst33342 de células de animais ndo tratados (A) e
tratados (B) com BrdU. O eixo da abscissa representa a intensidade de fluorescéncia do Hoechst
33342, e o eixo das ordenadas, o numero de eventos registrados. Nos animais ndo tratados ha um
pico Uunico de intensidade indicando apenas uma populagdo Unica de células marcada
homogeneamente, enquanto nos tratados pode-se observar duas populagbes com intensidades de
marcacao distintas (modificado de Mozdziak et al., 2000).

Para verificar histologicamente se as células marcadas se estabelecem na
camada cortical esperada apds o amadurecimento do cértex, apenas parte dos
embrides foi retirada para a dissociagao das células corticais enquanto a outra parte

foi deixada no utero para nascer e os filhotes pds-natos serem sacrificados e seus
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cortices processados para imunohistoquimica contra o BrdU. Para isso, fizemos uma
cirurgia de histerectomia parcial nas gravidas no 18° dia gestacional que consistiu
em: (1) anestesia da fémea gravida (descrita no item 3.1.1); (2) tricotomia e inciséo
cirargica longitudinal de pele, subcutaneo e musculatura de aproximadamente 4 cm
na regiao abdominal inferior, expondo o utero; (3) clampeamento dos ramos das
artérias uterinas que irrigam a regiao de onde os fetos serdo retirados; (4) retirada
parcial do utero e abertura do saco amnidtico; (5) retirada dos embrides
posicionados mais distalmente no corno uterino; (6) ligadura dos vasos uterinos
clampeados utilizando-se fio de sutura reabsorvivel 6-0 (Ethicon, Inc., EUA); (7)
reposi¢ao do utero na cavidade abdominal e uso de grampeador cirurgico AutoClip 9
mm Applier (MikRon Precision Inc., EUA) para fechar a incisao; (8) administragao via
oral de analgésico (descrita no item 3.1.1) para a fémea e monitoramento visual da
mesma por um periodo de 6-7 h pdés-cirurgia. A Figura 15 representa a cronologia

dos experimentos desta etapa.

EO E14 E18 2-3DIV pos-natal

Figura 15: EO: concepgéao (acasalamento assistido); E14: pulso BrdU i.p. na fémea (50 mg/Kg)

E18: disseccdo e dissociagdo Cx =» incubagdo com Hoechst 33342 (30 min; 37 °C) & FACS =
cultura; 2-3 DIV: fixagdo e imunocitoquimica; pds-natal: processamento histolégico e
imunohistoquimica; Abreviaturas: BrdU: bromo-deoxiuridina; Cx: cortex; i.p.: intraperitoneal; E: dia
embrionario.

Durante todo o procedimento, o utero foi mantido umido aplicando-se PBS 0,1 M
de fosfato pH 7,4 estéril a temperatura ambiente, e a fémea foi mantida aquecida por

meio de um cobertor homeotérmico (Harvard Apparatus Limited, RU).
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3.2. Dissociacéao de células

Para a cultura de neurdnios calosos (marcados com microesferas), foi dissecada
a regidao homotédpica contralateral ao sitio de injecao dos encéfalos de embrides E19
ou filhotes P7. Para a cultura de neurdnios da camada V (marcados com BrdU), foi
dissecado o cértex dorsolateral. As células desses tecidos foram dissociadas em
procedimento estéril.

O procedimento consistiu em: (1) disseccao da regiao de interesse e dissociagao
mecéanica em tripsina-EDTA 0,01%; (2) incubagdo a 37 °C por 5-10 min; (3)
centrifugacédo da suspenséao a 1.500 rpm em centrifuga clinica (CELM; raio do rotor:
9 cm) por seis minutos; (4) inativagdo da tripsina com soro fetal bovino (SFB)
(Gibco® Invitrogen Corp., EUA) por 5 min em repouso; (5) dissociagdo mecanica com
pipeta Pasteur; (6) centrifugagdo da suspensao a 1.500 rpm em centrifuga clinica
(CELM; raio do rotor: 9 cm); (7) ressuspensao das células em HBSS livre de
Ca?'/Mg?* (Gibco® Invitrogen Corp., EUA); (8) filtragem da suspensdo celular com
membrana de nylon estéril (Cell Strainer, 70 um; BD Biosciences, EUA); (9) para
separacdo de células marcadas com BrdU, as células dissociadas foram
ressuspensas em 1,1 ml de HBSS livre de Ca®*/Mg®*, uma aliquota de 100 pl diluida
em 900 ul da mesma solugdo para aquisicdo do controle negativo e o volume
restante incubado com 20 pug/ml Hoechst 33342 a 1 mg/ml a 37 °C por 30 min; (10)

separacao das células em um citdbmetro de fluxo com separador de células.

3.3. Citometria de fluxo e cultura de células
Dentre as medidas possiveis obtidas na citometria de fluxo, foram analisados os
parametros intrinsecos (tamanho celular, granularidade citoplasmatica,

autofluorescéncia) e um parametro extrinseco (fluorescéncia). A fluorescéncia
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analisada nas nossas amostras decorre de macromoléculas autofluorescentes e dos
marcadores — microesferas fluorescentes verdes e Hoechst 33342. Neste trabalho, a
citometria de fluxo foi aplicada com intuito de recuperar o maior numero possivel de
células marcadas para os experimentos in vitro.

Para o isolamento de células calosas marcadas com microesferas fluorescentes
verdes (descrito anteriormente), usamos o citdbmetro de fluxo/sorteador celular FACS
Aria (BD BioSciences, EUA) localizado na Unidade Multiusuario de Citometria de
Fluxo (bloco I/sala 12-055, CCS, UFRJ) e operado pelo Dr. Hamilton da Silva Jr.,
responsavel pela calibracdo do mesmo para nossas condicdes de experimento. A
excitagao das amostras baseou-se nas caracteristicas do espectro das microesferas
com os laseres de 488 nm e 635 nm. A separacédo das células-alvo foi feita com
carga de 3500 V, em pressdo de aproximadamente 40 PSI em demarcagao
especifica, apresentadas nos graficos. Com isso foi mantida a razdo em torno de
3000 eventos/seg. A deteccao de fluorescéncias fora do pardmetro para detecgao
das microesferas verdes foi considerada autofluorescéncia intrinseca.

No caso das células de camada V marcadas com BrdU, usou-se um MoFlo Cell
Sorter (Dako Colorado, Inc.) localizado na Unidade Multi-Usuario de Citometria de
Fluxo (bloco D/sala 039, CCS, UFRJ) e calibrado e operado pela técnica Alessandra
de Paiva Granato. O aparelho fica em uma sala com filtracdo do ar, condigao
apropriada para coleta estéril de células. Para a marcacido com Hoechst, a amostra
é excitada na faixa do UV e sua fluorescéncia analisada com filtro BP 450/50. As
células-alvo foram separadas com carga de 1300 V, nozzle de 100 um, pressao de
20 PSI, em demarcagao especifica, apresentada(s) nos graficos. A detecgdo de
fluorescéncias fora do parametro do Hoechst 33342 também foi considerada

autofluorescéncia intrinseca.
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Seguindo-se a filtragem das células marcadas com microesferas ou a incubagao
das células com Hoechst descritas nas etapas 7 — 9 do item 3.1.4, procedeu-se (1) a
aquisicao do controle negativo (células ndo marcadas); (2) aquisicdo da amostra
marcada e analise dos graficos para demarcacédo da populagédo a ser separada; (3)
coleta das células em tubos preparados previamente com 2 mL de SFB, deixados a
37 °C por no minimo 4 h e invertidos periodicamente; (4) aquisicdo das células
separadas para analise do grau de pureza/enriquecimento da amostra isolada; (5)
registro dos graficos; (6) novamente em sala de cultura, centrifugacéo da suspensao
celular a 1.500 rpm por 5 min; (7) plaqueamento de 15-30 x 10° células/cm? sobre
laminulas estéreis previamente recobertas com poli-L-lisina 0,1%; (8) adicao de meio
de cultura suplementado (47% DMEM F12 + 30% HBSS + 20% SFB + 2%
Penicilina/ Streptomicina + 1% Fungizon) as células plaqueadas. Apdés 72 h, as
culturas foram fixadas por 2-3 h com paraformaldeido (PFA; Vetec, Brasil) 4% para

procedimento de imunocitoquimica.

3.4. Imunocitoquimica

Observando os dados de citometria de fluxo das células retrogradamente
marcadas (microesferas fluorescentes) e dissociadas de cértices contralaterais de
animais injetados, duas subpopulagbes destacaram-se por apresentarem
parametros intrinsecos compativeis com os de células calosas. Para verificar a
identidade dessas células elas foram coletadas, postas em cultura e, apds 24 h,
procedeu-se a imunocitoquimica. Usamos 4 marcadores para identificar
bioquimicamente as populagdes selecionadas: um anticorpo contra um antigeno
nuclear especifico de neurbnios (NeuN, 1:50; Chemicon Int.,, Inc., EUA); um

anticorpo contra a proteina acida filamentar glial (GFAP) (1:100; DAKO, Dinamarca);
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um anticorpo contra o acido y-aminobutirico (GABA) (1:500; Sigma-Aldrich Corp.,
EUA) para identificar interneurénios gabaérgicos; e um anticorpo contra a proteina
carreadora de calcio intracelular presente em neurdnios calosos pos-natais (Mitchell
et al., 2006) Calretinina (1:2000; Chemicon Int., Inc., EUA). Para todos eles, usamos
o anticorpo secundario fluorescente Cianina3 (Cy3; 1:600; DAKO, Dinamarca).

Seguimos o protocolo de imunofluorescéncia indireta que consiste em: (1) apos a
fixagdo, 3 lavagens de 5 min com PBS 0,1 M de fosfato pH 7,4; (2) permeabilizagéo
das células com PBS-Triton 0,2% por 5 min; (3) 3 lavagens de 5 min com PBS 0,1 M
de fosfato pH 7,4; (5) incubacdo com PBS-BSA 5% por 30 min; (5) incubagdo com
anticorpo primario diluido em PBS-BSA 1% em camara umida por 2 h a temperatura
ambiente ou durante a noite a 4 °C; (7) 3 lavagens de 5min com PBS 0,1 M de
fosfato pH 7,4; (8) incubagdo com anticorpo secundario diluido em PBS-BSA 1% em
camara umida por 2 h a temperatura ambiente; (9) 3 lavagens de 5 min com PBS 0,1
M de fosfato pH 7,4; (10) contracoragao dos nucleos celulares com 4’,6’-diamidino-
2’-fenilindol (DAPI; Molecular Probes® Invitrogen, EUA) 100 mg/L por 2 min para
identificacdo das células; (11) 3 lavagens de 5 min com PBS 0,1 M de fosfato pH 7,4;
(12) lavagem das laminulas em agua destilada, retirada do excesso em papel filtro;
(13) montagem das laminas com o meio N-propil-galato (Merck, Brasil) 5% em
glicerol 80% diluido em tampéo fostato 0,1 M de fosfato pH 8,0 para os anticorpos
secundarios fluorescentes.

Para confirmar os dados da literatura que afirmam que o Hoechst quando
incorporado ao DNA de células BrdU positivas emite uma fluorescéncia menos
intensa do que a das células BrdU negativas e pode ser usado para distinguir essas
2 subpopulagbes em uma suspensado celular (Mozdziak et al., 2000), realizou-se

imunocitoquimica nao fluorescente para BrdU nas células isoladas por citometria de
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fluxo e cultivadas por até 72h. Para isso, usamos o seguinte protocolo: (1) fixacao
das células com PFA 4% por 2-3 horas; (2) 3 lavagens de 5 min cada com PBS 0,1
M de fosfato pH 7,4; (3) incubagdo com H-O- 3% em PBS 0,1 M de fosfato pH 7,4
(1:10) por 30 min; (4) incubagcdo com HCI 2M a 37 °C por 1h; (5) lavagem com
tampao borato pH 8,5; (6) 3 lavagens de 5 min com PBS 0,1 M de fosfato pH 7,4; (7)
permeabilizacdo com PBS-Triton 0,5% por 10 min; (8) 3 lavagens de 5 min cada com
PBS 0,1 M de fosfato pH 7,4; (9) incubagdo com cloreto de aménio 50 mM por 15
min; (10) 3 lavagens de 5 min cada com PBS 0,1 M de fosfato pH 7,4; (11)
incubagcédo com PBS-BSA 5% por 30 min; (12) incubagdao com anticorpo contra BrdU
(anti-BrdU, 1:3; Amersham-Biosciences, Suica; kit RPN 202) diluido em PBS-BSA
1% por 1h a temperatura ambiente ou durante a noite a 4 °C em camara Umida; (13)
3 lavagens de 5 min cada com PBS 0,1 M de fosfato pH 7,4; (14) incubagdo com
anticorpo secundario biotinilado (1:600; Vector Laboratories, Inc., EUA) 45 min a 37
°C; (15) 3 lavagens de 5 min cada com PBS 0,1 M de fosfato pH 7,4; (16) incubacao
com os reagentes A e B do kit HRP-ABC (VectaStain Elite ABC kit; Vector
Laboratories, Inc., EUA) por 30 min a temperatura ambiente; (17) 3 lavagens de 5
min cada com PBS 0,1 M de fosfato pH 7,4; (18) revelagdo com o cromégeno 3,3’-
diaminobenzidina (DAB; Sigma-Aldrich Corp., EUA) 5 mg/ml diluido em tampao Tris
0,1 M pH 7,6; (19) 3 lavagens de 5 min cada com PBS 0,1 M de fosfato pH 7,4; (20)
3 lavagens de 5 min cada com PBS 0,1 M de fosfato pH 7,4; (21) montagem das

laminas com Glicerol P.A. (Vetec, Brasil).

3.5. Processamento histoldgico

3.5.1. Encéfalos retrogradamente marcados com microesferas
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Gravidas no 19° dia gestacional foram anestesiadas com éter, e seus embrides
foram decapitados, perfundidos com solug¢ao salina (cloreto de sédio - NaCl 0,9%) e
fixados com PFA 4% por via transcardiaca com bomba peristaltica (Masterflex; Cole
Parmer Instruments Co., EUA), seus encéfalos retirados e pds-fixados por imersao
em PFA 4%. Os encéfalos fixados foram emblocados em agar 2,5% e seccionados
coronalmente a 200 um de espessura em vibratomo (VT 1000S; Leica, Alemanha).
Os cortes que continham o corpo caloso foram coletados, contracorados com DAPI
100 mg/L por 5 min, lavados em PBS 0,1 M de fosfato pH 7,4 e montados com
Glicerol P.A. (Vetec, Brasil) sobre laminas previamente recobertas com poli-L-lisina
200 pug/mL. As laminas foram seladas com esmalte e mantidas protegidas da luz a 4-

8 °C até a andlise.

3.5.2. Encéfalos de animais marcados com Brdu

Para avaliagcao da dispersao das células marcadas com BrdU no cortex, filhotes
P48 nascidos apds a histerectomia parcial foram anestesiados com éter,
sacrificados, perfundidos com NaCl 0,9% e fixados com PFA 4% por via
transcardiaca com bomba peristaltica (Masterflex; Cole Parmer Instruments Co.,
EUA), seus encéfalos retirados e seccionados nao-emblocados em vibratomo (VT
1000S; Leica, Alemanha). As secgdes coronais com 50 um de espessura foram
coletadas em placas para imunohistoquimica flutuante (Netwell 3478 Costar; Corning

Inc., EUA) contendo PBS 0,1 M de fosfato pH 7,4.

3.6. Imunohistoquimica
Apesar de a cronologia do nascimento das células corticais ja ser extensamente

descrita na literatura, como existe variacdo entre cepas de camundongos,
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confirmamos, por imunohistoquimica, o destino laminar das células marcadas pela
injecao de BrdU em E14, revelando este marcador em encéfalos adultos. Os animais
foram sacrificados, fixados e seus encéfalos seccionados como descrito no item
anterior.

O protocolo de imunohistoquimica para BrdU foi o mesmo usado para a
imunocitoquimica nao fluorescente deste marcador descrita no item 3.4, com
algumas alteracgdes: por se tratar de sec¢des de 50 um, estas foram coletadas em
placas para imunohistoquimica flutuante e ficaram sob agitacdo orbital nas etapas
de incubacao para melhor penetragao das solugdes e anticorpos no tecido; usamos

o anti-BrdU (1:500; Harlan Laboratories, Inc., EUA).

3.7. Captura e documentacao de imagens

Para as analises das culturas de células fixadas usamos o microscépio éptico de
fluorescéncia Axiovert (Zeiss, Brasil) equipado com filtros de rodamina (Schott-Zeiss
BP 546 / FT 580 / LP 590), fluoresceina (Schott-Zeiss BP 450-490/FT 510 LP 520) e
ultravioleta  (Schott-Zeiss BP 365/FT 395/LP 397). Para analise das
imunocitoquimicas e imunohistoquimicas usamos o microscépio O6ptico de
fluorescéncia Axioplan (Zeiss, Brasil) equipado com os mesmos filtros. As imagens
foram capturadas e documentadas por videocameras digitais AxioCam HRc e
AxioCam (Zeiss, Brasil) acopladas aos microscopios Axioplan e Axiovert,
respectivamente, e conectadas a microcomputadores, e otimizadas por comandos

destas e do programa AxioVision Rel 4.7.
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3.8. Anélises Estatisticas

Para avaliar a eficiéncia da purificacdo das células de camada V pela citometria
de fluxo, apdés imunocitoquimica revelando o BrdU, contamos as células positivas e
negativas de 20 campos diferentes de 17 laminulas e analisamos os dados no
software Prisma 5 (GraphPad Software, Inc., EUA) utilizando o teste- t Mann-

Whitnney nao-paramétrico one-tailed e estatistica de coluna.
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4. RESULTADOS

4.1. Marcacéo retrograda in vivo

Na tentativa de obter células contralaterais retrogradamente marcadas, fizemos
injecdes in utero e em animais pos-natais. Microesferas fluorescentes nos encéfalos
de animais embrionarios (E18; n = 132) ou P3 (n=2), sendo a maior parte da ninhada
utilizada para citometria de fluxo e cultivo enquanto alguns animais foram retirados
para verificagdo do posicionamento da injecdo e comprovagao de células

contralaterais.

4.1.1 In situ

A injecao de microesferas de latex fluorescentes verdes foi capaz de marcar
células no hemisfério contralateral de animais embrionarios tardios. No primeiro
caso, as injecdes foram in utero, no cortex dorso-medial bem proximo a linha média
(Figura 16A) e as microesferas foram transportadas de um dia para o outro.

Observou-se marcagao na regiao homotépica contralateral (Figura 16B, C).
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Figura 16: Fotomicrografias por epifluorescéncia de encéfalos E18 injetados in utero. (A) Corte
coronal mostrando o sitio de injecdo no cértex dorsal. Na imagem pode-se ver que os ventriculos
laterais também estédo indevidamente marcados. (B-D) Cértex contralateral contracorado com DAPI
(B) e marcado com beads (C e D). A Figura D representa a area destacada pelo retangulo em C.

Barras de escala: 200 um (A); 100 um (B-C).
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4.1.2. In vitro

ApOds a injecdo, as células corticais E18 foram separadas por citometria de fluxo,
escolhendo a populacdo a ser isolada com base nas caracteristicas fisicas
detectadas pelo aparelho. A analise citométrica mostrou que as populacdes
originadas dos cortices ipsi e contralaterais apresentaram parametros fisicos
semelhantes (Figuras 17) e o parametro extrinseco distinto, sendo as populag¢des
ipsilaterais mais intensamente marcadas, resultado coerente com o que se observa

in situ (Figuras 14A).
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Figura 17: Graficos gerados apos a citometria de fluxo de células corticais obtidas a partir dos
cortices ipsolateral (A) e contralateral (B) de animal injetado com beads verdes em E18 e dissociadas
em E19. As populagdes P1 (azul) e P2 (amarela) apresentaram perfis de tamanho (FSC) e
granularidade (SSC) aparentemente compativeis com as populagbes de neurdnios de projegao.

Apés observarmos marcagao do cortex contralateral pelas microesferas (Figura
13) e um padrao para os parametros fisicos relacionados (Figuras 14), testamos a
sobrevivéncia das células em cultura apds o processo de separagao celular no
citbmetro.

Para os cérebros de animais injetados, a dissec¢do e separagédo das células no
citbmetro ocorreu 3 dias apds a injecdo. Nesse experimento, o cortex contralateral

foi comparado a um hemisfério cortical de um animal controle em que nao foi feita
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injecdo de marcadores. As amostras apresentaram o mesmo perfil de parametros
intrinsecos revelados nos experimentos de injegdo em animais embrionarios,

enquanto a intensidade de fluorescéncia foi maior na amostra do animal injetado

(Figura 18).
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Figura 18: Graficos gerados apds a citometria de fluxo de células corticais dos cortices ipsi (A) e
contralateral (B) de animais injetados com microesferas em P3 e dissociadas em P7. Observe que os
perfis de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) das células dos cortices de animais pds-natos e
embrionarios (Figura 13) sdo semelhantes.

Para ambas as idades (E18 e P3), selecionamos e separamos duas
subpopulagdes da amostra de células contralaterais do animal marcado
(identificadas como P1 e P2 nos graficos das Figuras 14 e 15), em ambiente estéril,
ressuspendemos e plaqueamos as células. A cultura foi fixada 1 dia depois,
contracorada com DAPI e analisada. A analise por microscopia de fluorescéncia
mostrou co-localizacdo das marcagdes de DAPI e de microesferas fluorescentes

(Figura 19).
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Figura 19: Fotomicrografia por epifluorescéncia de células marcadas com microesferas fluorescentes
em E17 e isoladas por citometria de fluxo em E18. (A) Contracoloragdo com DAPI. (B) Marcagao com
as microesferas. Barras de escala: 20 um.

Escolhemos as subpopulagdes P1 e P2 (Figuras 17 e 18) para verificar se uma
delas correspondia aos neurdnios calosos. Fizemos uma separacao das células e as
caracterizamos por imunocitoquimica. Buscamos identiicar as populagdes (1)
neuronal ou glial das células pela expressdao de NeuN ou GFAP, respectivamente;
(2) de neurbnios de projegcao pela auséncia de expressdao de GABA; e (3) de
neurbnios calosos poés-natais pela expressdao de Calretinina. Os resultados
indicaram: (1) que as subpopulacées P1 e P2 eram GFAP-negativas (Figura 20); (2)
eram de neurbnios em sua maioria, em ambas (Figuras 21); (3) e GABA-positivas
(Figuras 22); (4) em P3 as células das duas amostras expressavam Calretinina
(Figuras 23). Quantitativamente, observamos o seguinte perfil de marcagéo nas
populacdes P1 e P2, respectivamente: NeuN-positivas, 64 e 79%; GFAP-positivas, 0

e 19%; GABA-positivas, 9 e 64%; Calretinina-positivas, 0 e 100% (Figura 24).
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Figura 20: Fotomicrografias por epifluorescéncia de DAPI e imunocitoquimica contra GFAP das
populacées P1 (A e B) e P2 (C e D). Ndo ha células contrascoradas com DAPI e GFAP-positivas
(setas) em P1, e ha poucas em P2. Barras de escala: 20 um.
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Figura 21. Fotomicrografias por epifluorescéncia de DAPI e imunocitoquimica contra NeuN das
populacées P1 (A e B) e P2 (C e D). Setas apontam células contracoradas com DAPI (A e C) e NeuN-
positivas (B e D). Barras de escala: 20 um (A e B); 10 um (C e D).
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Figura 22: Fotomicrografias por epifluorescéncia de DAPI e imunocitoquimica contra GABA das
populacées P1 (A e B) e P2 (C e D). Setas indicam células vizualizadas pela contracoragdo com DAPI
e GABA-positivas (B e D). Barras de escala: 20 um.
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Figura 23: Fotomicrografias por epifluorescéncia de DAPI e imunocitoquimica contra Calretinina das
populacbes P1 (A e B) e P2 (C e D). Células Calretinina-positivas ndo sdo encontradas na populagao
P1, mas em P2 todas as células contracoradas com DAPI apresentaram marcagao positiva para este

marcador (setas em C e D). Barras de escala: 20 um.
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Figura 24: Quantificagdo da imunocitoquimica das células marcadas com microesferas em P3 e
isoladas por citometria de fluxo. Nas duas populagdes, a maioria das células isoladas sdo NeuN-
positivas e poucas sdo GFAP-positivas. Pela imunocitoquimica contra GABA, 9% das células de P1 e
64% de P2 sao GABA-positivas. A marcacdo para Calretinina apresenta uma diferenga entre as
populacbes P1 e P2 que pode significar que a primeira representaria em sua maioria 0os neurdnios de
projecdo subcortical, e a segunda os calosos. As barras representam a variacdo interna de um
experimento em quintuplicata.

4.2. Marcagao com BrdU

Como método alternativo e mais simples para isolar células para experimentos de
cultura, marcamos as células in vivo com BrdU no dia de nascimento da populagao
celular da camada V do neocortex para isola-las das demais por citometria de fluxo
baseada na intensidade de fluorescéncia de um segundo marcador nuclear. Os
experimentos e resultados descritos seguiram a técnica de separagao celular
descrita para linhagens celulares e células musculares (Mozdziak et al., 2000) e
visaram estabelecer as condi¢gdes do processo de separagdo nas quais as celulas
separadas sobrevivam em cultura e emitam neuritos, podendo ser utilizadas em

estudos in vitro de direcionamento axonal da populagdo em questao.
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4.2.1. Citometria de fluxo

Gravidas (n = 10) no 14° dia gestacional receberam uma injecéo i.p. de 50 mg/Kg
de BrdU para marcar os neurdnios da camada V. No 18° dia gestacional, dissecou-
se a regiao do cértex préxima a linha média, as células dissociadas foram incubadas
com Hoechst 33342 como descrito no item 3.2. A analise citométrica mostrou, como
descrito anteriormente (Mozdziak et al., 2000), a presenga de 2 subpopulagdes com
intensidades de fluorescéncia emitida pelo Hoechst distintas (Figura 25).
Primeiramente foi feita analise dos perfis de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC)
das células. Em seguida, demarcou-se uma regidao do grafico que incluia células
vivas e excluia debris e células mortas (regido R2 na Figura 25A). Em seguida, foi
feita analise da fluorescéncia do Hoechst 33342 através de dois tipos de grafico: no
primeiro (Figuras 25B e F), a andlise foi comparativa a de uma fluorescéncia controle
(FL1); no segundo, a andlise foi relativa a intensidade de fluorescéncia apenas do
marcador (Figuras 25C e G), criando-se o histograma da amostra. Na segunda
analise, observou-se a presenca de duas populacdes principais com intensidades de
fluorescéncia distintas (regides R3 e R4 nas Figuras 25B e C). Foram isoladas
células da populagdo com menor intensidade de marcagéo de Hoechst (areas R3 e
R4 nas Figuras 25B e C). As demarcagdes (R2, R3 e R4) dos graficos de andlise
pods-isolamento basearam-se nas regides correspondentes dos graficos de andlise
pré-isolamento. Apds a separacdao, uma pequena aliquota das amostras
recuperadas era novamente analisada para verificar o grau de pureza da mesma
(Figuras 25D-F). As células separadas por citometria de fluxo eram imediatamente

plaqueadas e foram mantidas em cultura por 72 horas.
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Figura 25: Analise por citometria de fluxo das células dissociadas a partir de encéfalos de embrides
marcados com BrdU em E14 e incubadas com Hoechst 33342 previamente ao isolamento (A-C) e
apos o mesmo (D-G). Cada ponto nos graficos A-F corresponde a uma célula. (A e D) Perfis de
tamanho (FS) e granulosidade (SS) das células corticais; (B e E) graficos de intensidade de marcagéo
do Hoechst (FL8) e de fluorescéncia controle (FL1) das células da regido R2 dos graficos A e E. R3 e
R4 representam as células da populagdo R2 com baixa fluorescéncia de Hoechst; (C e F)
Histogramas das células da regido R2 dos graficos A e E. A marcagao é considerada positiva a partir
do ponto 10" deste grafico apds calibragdo com uma amostra ndo incubada com Hoechst.

4.2.2. Imunocitoquimica

Para verificar o grau de pureza da populagdo separada, realizou-se uma
imunocitoquimica para revelar o BrdU. Espera-se que células nascidas em E14,
portanto com alta incorporagao de BrdU, tenham baixa intensidade de fluorescéncia

da marcagéo do Hoechst 33342, e que estas células sejam a maioria plaqueada. As
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analises microscopicas mostraram que a maioria (80,73% = 1,577, n=4
experimentos, 308 campos de 0,4 mm? analisados) das células plaqueadas era
BrdU-positiva, e que a fluorescéncia emitida nestas pelo Hoechst era menos intensa

nestas (Figura 26 e 27).

Figura 26: Fotomicrografias por luz transmitida (A) e epifluorescéncia (B) de células dissociadas apos
72 horas de cultura e imunomarcadas para BrdU (nucleos marrons em A). Note que nucleos BrdU-
positivos (setas brancas) ndo s&o vizualizados no filtro de fluorescéncia do Hoechst e nucleos BrdU-
negativos (setas amarelas numeradas) sao Hoechst-positivos. Barras de escala: 20 um.
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Figura 27: Percentuais das células BrdU-negativas e -positivas na populagdo isolada por citometria
de fluxo e cultivada por até 72 horas. As barras representam a média + desvio padrdao. n=4 p<0,0001
(Teste t Mann-Whitnney, com intervalo de confianga de 5%).

4.2.3. In vitro

Além de confirmar a possibilidade de separacao das células de uma determinada
camada cortical por citometria de fluxo a partir dos efeitos deste marcador de DNA
sobre a emissdo de fluorescéncia pelo Hoechst, buscamos também definir as
condigcdes ideais de pressao e o didmetro do nozzle usado para separagcdo das
células para que estas se mantivessem viaveis em cultura. Analisando as culturas
observamos a presenca de neuritos extensos e com ramificagdes ja nas primeiras 24

h de cultura 24 (Figura 28).
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Figura 28: Fotomicrografias de células isoladas por citometria de fluxo e mantidas em cultura. A
viabilidade celular é preservada apds a separagdo das populagbes no citdbmetro. Em menos de 24
horas, observa-se uma célula piramidal tipica com dendritos basais e um dendrito apical (seta azul) e
longos prolongamentos neuriticos (A-D), com bifurcagbes (setas pretas) e ramificagdes (seta branca).
Barras de escala indicadas nas imagens.

4.2.4. In situ

Para avaliar a dispersédo laminar das células corticais marcadas apoés injegao de
BrdU em E14, animais (n = 2) da mesma ninhada dos embrides utilizados para os
experimentos in vitro foram sacrificados em P48 como descrito no item 3.5, e

procedeu-se a imunohistoquimica flutuante contra BrdU descrita no item 3.6 nas
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seccdes de seus encéfalos. Como pode ser observado na Figura 29, a maioria das

células estabeleceu-se na camada V.
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Figura 29: Montagens de fotomicrografias de cortes coronais de encéfalos marcados com BrdU em
E14 e sacrificados em P48. A e C representam imagens da imunohistoquimica contra BrdU, e B e D,
o tecido contracorado com DAPI. Em A, observa-se que a maioria das células BrdU-positivas
(marcagcdo marrom) estabeleceram-se na camada V do cortex. C e D representam amplificacdes das
areas demarcadas pelos retangulos em A e B, respectivamente. CC: corpo caloso; D: dorsal; L:
lateral. Barras de escala: A e B: 200 um; C e D: 100 um.
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5. DISCUSSAO

Uma das principais caracteristicas do cortex cerebral € sua diversidade de
subtipos celulares, cada um com um perfil genético, maquinaria molecular e
bioquimica, morfologia, padrbes eletrofisiolégicos e de conexado tipicos. Muitos
destes parametros celulares estdo bem descritos e sdo validos para distinguir as
populacdes de células nervosas corticais, mas muito ainda precisa ser revelado,
principalmente em relacdo a origem ontogenética da variedade dos perfis. Nesse
sentido, modelos in vitro podem contribuir muito para essa compreensdo, mas
esbarram nas dificuldades de interpretar resultados obtidos a partir de culturas
compostas por tipos distintos interagindo entre si, ou de purificar cada um deles para
caracteriza-los isoladamente e mais facilmente entender as complexas interagdes
entre eles e como cada um contribui para o funcionamento da estrutura como um
todo.

A proposta inicial do presente trabalho era estudar uma etapa crucial do
desenvolvimento do SN — o crescimento axonal - no contexto do neocértex de
roedores. No entanto, a questao técnica acima comentada nos levou a tentar uma
nova abordagem metodoldgica para purificar a subpopulagao neuronal cujos axénios
formam a principal comissura telencefalica de mamiferos euterianos e,
posteriormente, poder caracterizar a influéncia e os mecanismos de acdao de uma
molécula no direcionamento dessas fibras. Nas proximas paginas, serdo discutidos:
(1) a técnica escolhida para o isolamento das células corticais; (2) o paradigma
classicamente aplicado para diferenciar populagdes neuronais de projecao; (3) a
aplicabilidade do uso de uma metodologia extensamente descrita no campo da
citogenética como alternativa ao item 2; (4) a influéncia das estratégias ontogénicas

do neocoértex no uso deste método.
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5.1. Purificacao de Neurdnios por Citometria de Fluxo

Apesar de ser, obviamente, uma ferramenta extremamente utili para a
neurobiologia, a técnica de separagao de células por citometria de fluxo permaneceu
pouco explorada apds sua introducédo nesta area, em meados na década de 80. Os
primeiros trabalhos mostraram a viabilidade de se obter neurdnios intactos do
cérebro inteiro (Meyer et al., 1980) de ratos adultos, e do ganglio da raiz dorsal,
cortex cerebral, hipocampo, hipotalamo, cerebelo e medula espinhal de ratos
embrionarios pela técnica em questdo e da sua manutengcdo em cultura apés o
isolamento (St. John et al.,, 1986); alguns destes trabalhos também isolaram
motoneurdnios marcados retrogradamente com conjugado de lectina com um
fluorocromo (Calof & Reichardt, 1984) ou enriqueceram uma subpopulagao rara (2%)
de neurdnios de dois nucleos hipotalamicos pela imunomarcagdao do peptideo
neurofisina, aumentando sua frequéncia para cerca de 80% (Paden et al., 1986).
Féron e colaboradores (1995) isolaram células neuroepiteliais de ratos adultos
usando marcadores fluorescentes retrogrados e demonstraram que, apesar da
fluorescéncia mais intensa e duradoura do Dil, o Fast Blue constitui melhor marcador
para a citometria pois sua marcagao citoplasmatica elimina os fragmentos celulares
e seu espectro de marcacido mais estreito € compativel com outras marcacdes. Este
trabalho também demonstrou que as células mantiveram sua morfologia poés-
isolamento nas condigdes estabelecidas — 125 células isoladas/ segundo com nozzle
de 76 um. Trabalhos com células neurais fetais humanas usaram os aspectos fisicos
para separar neurénios e astrocitos e também conseguiram resultados satisfatérios
em cultura, como evidenciado pelas analises morfologica, funcional e
imunocitoquimica, e apos o transplante de neurbnios estriatais em encéfalos de

ratos adultos apos 4 semanas (Rozental et al., 1995; Chiu et al., 1998).
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No inicio desta década, outros grupos adotaram a marcagao retrograda com
moleculas fluorescentes para purificar subpopulacbdes especificas de cortices em
desenvolvimento e neonatos e da retina madura de roedores ou de animais
transgénicos expressando marcadores de subtipos neuronais ligados a moléculas
fluorescentes para estudos in vitro do desenvolvimento e de regeneragao (Catapano
et al., 2001; 2004; Fischer et al., 2004). Tanto as inje¢cdes in utero de rastreadores
fluorescentes quanto o uso de linhagens de animais transgénicos mostraram-se
eficientes para obtencdo de amostras puras e homogéneas em relagdo a classe
neuronal por citometria de fluxo. A imunomarcagao de antigenos subtipo-especificos,
estratégia largamente usada para isolamento de células do sistema hematopoiético
por FACS, encontra uma dificuldade para ser aplicada em neurobiologia devido a
existéncia de poucos marcadores de superficie que distinguem os muitos subtipos
neuronais com precisdo uma vez que duas ou mais classes podem expressar
moléculas em comum. Com os avangos da neurogenética, novos marcadores vém
sendo descritos, mas grande parte destas moléculas s&o fatores de transcrigdo cujo
uso em citometria requer a fixagao das células. Devido a essas limitacbes do nosso
campo de estudos, buscamos alternativas para identificar a populacdo de nosso
interesse e prosseguir com a investigacao in vitro da corticogénese.

Em uma primeira etapa deste trabalho, seguimos a metodologia descrita por
Catapano e colabores (2001) para marcar e isolar as células calosas. Nossas
analises de citometria das células de animais embrionarios e pds-natais marcados
com microesferas fluorescentes nas mesmas idades apontaram para padrbes de
intensidade de fluorescéncia, tamanho e granularidade bem similares entre as
populacdes relacionadas. Apds apenas 24 h em cultura, as células selecionadas e

separadas foram analisadas e mostraram marcacao positiva para as microesferas
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fluorescentes. Também observamos que as amostras de coértex contralateral
analisadas apresentavam, dentro de cada uma delas, populagdes marcadas com
parametros celulares intrinsecos (tamanho e granularidade) um pouco distintos.
Intuitivamente, ndo haveria outra possibilidade para a identidade dessas células
contralaterais com marcacdo no espectro de emissdao das microesferas
fluorescentes sendo neurbnios de projegdo calosos. Considerando a
heterogeneidade da populagéo de neurénios de projegao e outros conhecimentos da
ontogénese do neocdrtex, buscamos determinar a identidade dessas células. Sendo
assim, em um experimento-piloto Unico, marcamos um dos hemisférios de animais
pos-natos com microesferas, separamos duas sub-populagcdes contralaterais
baseados em seus perfis de tamanho e granulosidade e fizemos reacdes
imunocitoquimicas contra marcadores glial — GFAP — e neuronal — NeuN - para
confirmar o fenotipo neuronal; contra o neurotransmissor de interneurdnios, GABA,
para excluir essa populagdo de neurdnios corticais; e contra a proteina ligadora de
calcio, Calretinina, expressa na populacdo calosa a partir de P3 e ndo na de
projecao subcortical (Molnar & Cheung, 2006). Os resultados de imunofenotipagem
para os marcadores neuronais e gliais foram coerentes com nossas expectativas: a
maioria das células separadas nos dois experimentos analisados eram NeuN-
positivas e GFAP-negativas. Aparentemente, a elevada frequéncia de marcagao
Calretinina-positiva na populagdo P2 (perfii de tamanho menor em relagdo a
populacao P1) falaria a favor da hip6tese de que esta populacéo seria a populagao
calosa e a outra, a subcortical. No entanto, contrariando o esperado, uma grande
proporcado de células dessa mesma populagao era GABA-positiva, perfil bioquimico
incompativel com a populagao de neurbnios de projecao. Além disso, a interpretagao

dos resultados da identidade do subtipo neuronal da populagcdo P2 encontra mais
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dois obstaculos: (1) a Calretinina também é encontrada em interneurénios (Xu et al.,
2006; Fogarty et al., 2007), limitando seu uso como marcador caloso poés-natal; (2)
também se encontra expressao de GABA em neurdnios de projegcédo (Tomioka et al.,
2005; Higo et al., 2007). Uma vez que nosso interesse € estudar a populagéo calosa
durante o periodo embriogénico, ndo nos aprofundamos nessa questao, pois a
Calretinina ndo é expressa nos neurénios de nosso interesse no periodo pré-natal, e
seguimos tentando otimizar a injeg¢ao in vivo de microesferas em embrides E18 e em
busca de marcadores de células calosas embrionarias em camundongos.

Entretanto, a sobrevivéncia das células marcadas in utero nao apresentou
resultados satisfatérios, ndao sendo observado presenca de neuritos das células
marcadas com microesferas fluorescentes em cultura com as condigdes de
isolamento aplicadas — 3000 eventos/ segundo com pressao de 40 PSI. Em
contrapartida, utilizando a marcag¢ao de BrdU e Hoechst, apesar de nao ser possivel
separar especificamente neurdnios calosos por FACS, fazendo a separacdo com
uma pressao de 20 PSI e em nozzle de 100 um, obtivemos neurdnios viaveis em

cultura e que foram capazes de emitir ramificagdes.

5.2. Rastreamento Neuronal

Os marcadores usados para revelar o(s) alvo(s) das populagdes de neurdnios
corticais de projecado e que utilizam o sentido do fluxo axoplasmatico que supre o
terminal axonal com moléculas que sao produzidas no soma e transportadas até ele
sdo chamados anterdgrados. Os aminoacidos radioativos foram os primeiros
“‘marcadores” anterogrados usados apresentando as vantagens do baixo peso
molecular, da rapida incorporacdo e de serem transportados pela fenda sinaptica

(Wise & Jones, 1976; Kobbert et al., 2000). Atualmente usam-se lectinas vegetais, a
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subunidade B da toxina do cdlera, a leuco-aglutinina, a biocitina e neurobiotinas,
carbocianinas e aminas dextranas (Vercelli et al., 2000). Para estudar a origem
cortical das conexdes, explora-se o transporte retrégrado, através do qual sinais
moleculares s&o enviados do axénio para o soma do neurbnio. A enzima peroxidase
da raiz-forte (HRP) foi a primeira molécula a ser usada como marcador retrégrado
(Vercelli et al., 2000 para referéncias). Em seguida, surgiram marcadores
fluorescentes como carbocianinas, Fast Blue, True Blue, Nuclear Yellow, Lucifer
Yellow, Fluoro-Gold, aminas dextranas fluorescentes (Kobbert et al., 2000 para
referéncias) e microesferas, e n&o fluorescentes como a subunidade  da toxina do

colera.

O marcador pode ser colocado no tecido através de injegdo por pressao, inje¢cao
iontoforética ou insercdo de cristais. A captacdo pode ser ativa ou passiva. No
primeiro caso, o marcador € captado pelo terminal sinaptico intacto ou por fibras
rompidas pelo processo de colocacdo do marcador. A eficiéncia desta captacao
varia de um para outro, alguns sdo melhor captados pelo terminal intacto enquanto
outros pelas fibras lesionadas. No caso da passiva, o gradiente de concentracéo
local do marcador é o responsavel pela entrada deste na célula. Marcadores
hidrofilicos acumulam-se em vesiculas endociticas e sao transportados ativamente
enquanto os lipofilicos se inserem na membrana da célula e difundem-se por esta ou
por vesiculas de reciclagem de lipideos da membrana. O marcador também pode
ser colocado diretamente no citoplasma de células individuais através de inje¢des
intracelulares. A difusdo do marcador ocorre por transporte vesicular ou pela
membrana no caso de moléculas lipofilicas. A difusdo por vesiculas é eficiente para
longas distancias mas s6 ocorre em tecido vivo enquanto a difusdo pela membrana

permite a marcacao de tecido fixado. Em relagcédo a visualizagdo da marcacgao, esta
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pode ser detectada direta ou indiretamente. No caso de marcadores fluorescentes, a
visualizagdo da(s) célula(s) marcada(s) in vivo ou in vitro € direta e a marcagao
compativel com outros experimentos — eletrofisiologia, cultura de célula/tecido etc. A
variedade de marcadores fluorescentes desenvolvidos com espectros de
absorcado/emissao distintos permite o uso combinado de multiplos marcadores no
mesmo tecido, mas eles ndo sdo uma boa opcdo para tecidos parafinizados e
crioseccionados e apresentam a limitacdo de perderem a intensidade da
fluorescéncia emitida quanto mais o marcador €& exposto a luz. Os demais
marcadores podem ser vizualizados com métodos imunohistoquimicos como
anticorpos secundarios, peroxidase-anti-peroxidase, avidina-biotina-peroxidase e
reacbes com fosfatase alcalina ou peroxidase (Koébbert et al., 2000). O
desenvolvimento técnico-cientifico possibilitou o desenvolvimento de novos
marcadores e novas técnicas de marcagdo e um conhecimento crescente da
estrutura axonal e dos mecanismos envolvidos no transporte de materiais nessa
estrutura, garantindo avangos nos estudos de neuroanatomia, neurogenética,
neuroquimica e das neurobiologias molecular e celular de subpopulagbes

especificas, principalmente pelo intercambio de conhecimento entre elas.

Desde sua introducédo nos estudos neuroanatémicos, as microesferas vém sendo
empregadas como uma ferramenta valiosa para o rastreamento de vias axonais por
nao serem citotdxicas; produzirem sitios de injegdo pequenos e sem necrose;
poderem ser usadas em estudos com dupla marcagédo e em combinagdo com outras
técnicas funcionais, histologicas e de biologia molecular; sua fluorescéncia ter uma
duracao relativamente longa; e marcarem diretamente sem a necessidade de serem
revelados por métodos imunohistoquimicos, o que constitui um aspecto vantajoso

para o emprego desses marcadores em modelos in vitro com explantes e células
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dissociadas (Katz et al., 1984; Cornwall & Phillipson, 1988; Katz & larovici, 1990;
Hartig et al., 1992; Senatorov et al., 1997; Vercelli et al., 2000; Altun et al., 2001;
Maruyama & Ohmori, 2006). Por serem transportadas retrogradamente, em
vesiculas e apenas pelas fibras rompidas pelo processo da inje¢ao (Madison et al.,
1990; Vercelli et al., 2000), as microesferas fluorescentes também apresentam um
potencial uso para estudos em que € necessario o isolamento de populacdes
especificas de neurbnios de projegdo, como caracterizagdo funcional,
imunofenotipagem, citoarquitetonia, morfologia e direcionamento axonal no
neocortex (Naegele et al., 1988; Catapano et al., 2001; 2004), retina (Aarnoutse et
al., 1995), medula (Charlton & Helke, 1987; Huang, 1987), cerebelo (Dietrichs &
Haines, 1986; Xu & Grant, 1988) e tronco encefalico (Chi et al., 2007; McCauley et
al., 2009).

O uso desses tracadores pode ser comparado ao de uma outra classe de
marcadores fluorescentes largamente utilizados na neurobiologia, as carbocianinas.
Pela sua natureza lipofilica, elas marcam tanto células neuronais vivas, por
transporte ativo, quanto fixadas, pela sua difusao lateral na membrana (Honig &
Hume, 1986; Godement et al., 1987; Honig & Hume, 1989) conferindo grande
eficiéncia a sua marcacdo uma vez que, inserido no envoltério da célula, podem
deslocar-se lateralmente como um lipidio da propria membrana, marcando a célula
em toda sua extensdao. No caso de neurbnios, corpo celular e arborizacdes
dendriticas e axonais sao eficientemente marcados. Seu uso apresenta algumas
vantagens para os estudos de dindmica e estrutura de membranas celulares, vias
neuronais, mapeamento de destino celular e outros: (1) marca células vivas e
tecidos nao-mielinizados anterograda e retrogradamente; (2) sua fluorescéncia é

intensa e tem uma meia-vida longa; (3) ndo é toxico para os tecidos vivos (Honig,
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1993). Além disso, pode ser usado em cristais ou diluido e sua marcagdo nao se
restringe as células atingidas, bastando que haja contato entre as membranas de
duas células vizinhas para que uma regiao extensa do tecido seja marcada.

Para investigar a formagdo de vias no periodo embrionario, as microesferas
apresentam uma desvantagem sobre as carbocianinas porque requerem que O
tecido esteja vivo e ndo marcam a extensao total dos prolongamentos. No entanto, o
transporte unidirecional, exclusivamente retrégrado daquelas (Madison et al., 1990),
confere maior confianga nos resultados das origens das vias. Ja no caso de estudos
do desenvolvimento das diferentes populagdes neuronais, estas podem ser
identificadas retrogradamente pela injecao in utero dos marcadores ap6és um periodo
de sobrevida suficiente para que o mesmo percorra as fibras do sitio de injegao até
seus somas de origem. Nesse caso, a vantagem das microesferas sobre as
carbocianinas esta no fato das fibras intactas na area da injecao nao captarem as
primeiras (Katz & larovici, 1990) enquanto as segundas parecem poder se inserir na
membrana axonal de fibras ndo rompidas no sitio de injegdo marcando populagoes
improprias. Mas alguns trabalhos mostram afirmam que carbocianinas também soé
marcam fibras lesadas (Danilo Arruda Furtado — Manuscrito de Tese de Doutorado,
Biofisica/lUFRJ 2005).

Resultados in vivo preliminares de nosso laboratério mostram que a difusdo dessa
carbocianina requer um curto periodo para que o hemisfério contralateral seja
marcado. No entanto, para a marcagcdo de encéfalos embrionarios, surgiu um
inconveniente para nosso projeto. A inviabilidade de inserirmos os cristais in utero
nos obrigou a retirar o encéfalo e manté-lo em ACSF. Apds 12 horas, ja ha
sofrimento do tecido, o que faz com que o conservemos por, no maximo 20 horas

neste fluido. Assim, o tempo de exposicdo do tecido ao marcador pode nio ser
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suficiente para que as fibras atingidas pelo mesmo sejam completamente marcadas
dependendo da localizacdo dos cristais no encéfalo. Tal problema poderia ser
contornado, pelo menos, de duas formas: (1) inserindo-se o cristal na substancia
branca cortical suficientemente proximo da linha média para que as fibras calosas
tenham sua trajetéria bem tragada em pouco tempo; (2) injetando-se in utero o
marcador diluido, para que este se difunda in vivo pelo tecido.

Uma vez que a insercao de cristais de Dil apresentou-se limitada para os estudos
in vitro pelas razbes acima discutidas, optamos pelo uso de microesferas
fluorescentes para isolar a populagdo de neurbnios calosos de camundongos. No
inicio desta década, Catapano e colaboradores (2001) isolaram esta populagao
aliando a injegao de microesferas e a técnica de citometria de fluxo. As inje¢des
eram realizadas através da parede uterina em um dos hemisférios corticais e, 24 —
48 h depois, os animais eram sacrificados, o hemisfério contralateral era dissecado e
suas células dissociadas para serem isoladas por citometria de fluxo devido a
fluorescéncia das microesferas e coletadas esteriimente para serem cultivadas.
Optamos por tentar reproduzir a metodologia acima descrita para substituir o Dil nos
estudos in vitro.

Pelos nossos resultados no presente trabalho seguindo tal metodologia, a injegao
das microesferas fluorescentes aliada a separacdo por citometria de fluxo das
células contralaterais mostrou ser uma alternativa viavel para rastrear e isolar a
populacao calosa em animais pds-natos. No entanto, para as injegdes in utero, ndo
atingimos o mesmo grau de eficiéncia na purificagdo das células marcadas, o que
atribuimos a trés fatores que limitaram a reprodutividade da técnica e a eficiéncia da
marcacgao, respectivamente: (1) a possibilidade da inje¢gado nao ultrapassar o cértex e

atingir o ventriculo lateral; (2) o numero reduzido de células marcadas em fungcao da
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curta janela temporal entre a marcagao e o sacrificio dos animais para dissociagcao
das células; (3) a inviabilidade de manter estas células em cultura apés a separagao.
O primeiro problema poderia ser resolvido com o uso de um aparelho de
ultrassonografia adequado aos animais utilizados no projeto para permitir o
posicionamento correto da injegdo na profundidade do tecido cortical. O segundo
fator ja constitui uma limitagdo mais dificil de se contornar. O corpo caloso comega a
se formar por volta de E16 no camundongo (Ozaki & Wahlsten, 1998), o que poderia
ser explorado realizando-se a injegao in utero nesta idade, aumentando-se o tempo
de exposicao das fibras ao marcador e, por consenquéncia, o numero de células
marcadas. No entanto, uma vez que as microesferas sdo captadas apenas pelas
fibras rompidas, apenas uma pequena quantidade delas seria capturada pelos
axoénios pioneiros desta comissura enquanto os préximos a cruzar a linha média nao
seriam marcados. Além disso, por se tratar de um estagio muito precoce, o tecido
cortical ainda em formacgdo é muito delgado nesta idade, o que dificultaria a
observagcdo da area de injecdo ainda que usassemos um ultrassom. O terceiro
inviabilizou nosso principal objetivo de testar as respostas das células calosas as

moleculas de direcionamento

5.3. Marcacéao com BrdU

O BrdU foi descrito como uma ferramenta para o estudo da histogénese no inicio
da década de 70 (Packard et al., 1973). Assim como a timidina tritiada, ele é um
analogo de timidina e se incorpora ao DNA das células quando estas estédo
passando pela fase de intérfase (S) do ciclo celular. Embora ndo haja diferenga
entre a eficiéncia de marcagao dessas duas moléculas, o uso do BrdU apresenta

algumas vantagens sobre seu analogo radiotaivo: (1) sua revelagdo é mais rapida,
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baixando o tempo para obtencéo dos resultados de 1 - 3 meses para 1 - 3 dias; (2) é
mais seguro, nao exigindo manipulagdo de radioatividade; (3) e mais simples pois
nao requer condicbes especiais para o processamento do tecido. Uma aspecto
negativo da técnica de revelagédo do BrdU ¢ a dificuldade de concilia-la com algumas
técnicas histoldgicas devido aos tratamentos necessarios para a desnaturagdo do
DNA (Miller & Nowakowski, 1988) e a possibilidade dele ser incorporado na
reparacdo de DNA e nado na replicagao (Taupin, 2007). No inicio da década de 90,
Soriano e colaboradores conseguiram associar a imunohistoquimica para este
marcador a técnicas de rastreamento axonal e a detecgdo de outros antigenos
neurais (Soriano et al., 1991; Soriano & Del Rio, 1991).

Outro aspecto relevante do uso desse marcador de proliferacdo que nao pode
ser ignorado em estudos de embriogénese é sua citotoxicidade, uma vez que este
se insere no material genético da célula podendo causar alteragdes no ciclo celular e
no desenvolvimento embrionario. Alguns dos efeitos descritos incluem reducdo do
tamanho e peso corporal dos embrides e aumento da mortalidade da prole e da
morte celular (Packard et al., 1974; Sekerkova et al., 2004), necrose, redugao da
neuronogénese e da sobrevivéncia dos neurbnios pdés-mitéticos (Bannigan, 1987),
prejuizos a neuritogénese (Biggers et al.,, 1987), defeitos de migracédo e
posicionamento (Sekerkova et al., 2004). Mas tais efeitos estdo diretamente
relacionados a dose aplicada, visto que, na dose usada classicamente, ndo se
observou efeito toxico evidente (Miller & Nowakowski, 1988).

Por sua marcacao ser permanente, uma das aplicagdes mais exploradas do BrdU
€ o rastreamento da linhagem e do momento de origem de populacdes especificas
(Plickert & Kroiher, 1988). Em camundongos, a meia-vida do BrdU no organismo da

fémea é de 30 min, e nos embrides fica disponivel por até 80 min apds a injecéao
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(Packard et al., 1973). A incorporagao pelas células a niveis detectaveis ocorre por
até 8h apds um unico pulso do marcador (Hayes & Nowakowski, 2000). Durante
estes periodos, todas as células que entram em intérfase podem captar o marcador
com eficiéncia distinta, mas isso nao significa que todas as células marcadas estéao
se dividindo quando da presenca dele nem que as células ndo-marcadas nao estao:
as células que captaram poucas moléculas e/ou prosseguem realizando sucessivos
ciclos mitéticos acabam por ter sua marcacao diluida entre suas células-filha; estas,
por sua vez, podem logo parar de se dividir e carregar 0 marcador mesmo que ele
nao esteja mais disponivel no momento do seu nascimento. Nesse sentido, é
importante conhecer a dindmica do ciclo celular da populacdo em questao, sendo a
duragédo do ciclo e o numero de ciclos que os progenitores completam antes de
comecarem a se diferenciar aspectos de grande relevancia quando se esta

investigando eventos celulares relacionados a proliferagao e migragao celulares.

5.3.1. BrdU e Hoechst

No final da década de 70, alguns trabalhos comegaram a explorar os efeitos do
BrdU sobre a fluorescéncia de marcadores da familia dos bisbenzimidazois para
estudar a sintese dos acidos nucléicos e a cinética de ciclo celular por métodos
Opticos (Latt, 1977; Latt et al., 1977). O marcador bisbenzimidazdlico tipico, Hoechst
33258, emite fluorescéncia quando ligado ao DNA e tal ligagado pode ocorrer de duas
maneiras: (1) eletrostaticamente, com saturagdo de uma molécula de marcador para
cada 3 grupos fosfato e produzindo uma baixa fluorescéncia; (2) ligando-se ao par
de bases A-T com altas especificidade e estabilidade mesmo em condi¢des de
elevada forga ibnica, também com a saturacido de um marcador para cada 3 pares

A-T, porém emitindo uma fluorescéncia mais intensa. Uma vez que a ligagdo A-T,
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mais especificamente a timidina, é o alvo da marcacao do Hoechst 33258 (Weisblum
& Haensler, 1974; Latt et al., 1975), quando esta base é substituida pelo seu
analogo halogenado, acredita-se que este ultimo modo de ligagdo seja o principal
afetado pela presenca do BrdU, causando a reducéo da fluorescéncia emitida pelo
Hoechst. E importante destacar que as bisbenzimidas ndo se intercalam no DNA
(Muller & Gautier, 1975).

Embora a detecgdo do BrdU por imunocitoquimica tenha grande sensibilidade e
seja compativel com sistemas de fluxo, ela apresenta o inconveniente de nao se
aplicar a estudos com células vivas ou que requerem integridade da cromatina
devido a necessidade de desnaturagcdao do DNA. Para contornar essa limitacdo, os
efeitos da interagao entre essas duas marcagdes comecgaram a ser explorados para
aplicacao em estudos genéticos e de cinética celular por citometria de fluxo. Latt e
colaboradores (1977) determinaram que a presenga de BrdU no material genético de
células ovarianas vivas e fixadas interfere na fluorescéncia emitida pelo Hoechst
33258 reduzindo-a com uma magnitude capaz de ser detectada pela técnica. E a
avalicdo da eficiéncia de outras bisbenzimidas da familia do Hoechst 33258 em
diferentes condi¢des mostrou que o analogo Hoechst 33342 marca melhor células
vivas, provavelmente devido a uma maior permeabilidade da membrana plasmatica,
com uma boa sensibilidade a presenga do BrdU no material genético celular e pouca
citotoxicidade, caracterizando-o como o primeiro marcador vital especifico de DNA e
nao-téxico (Latt, 1977; Arndt-Jovin & Jovin, 1977). Os trabalhos que se seguiram
exploraram essa metodologia no intuito de refinar a técnica (Béhmer, 1979; Dolbeare
et al., 1983; Kubbies & Rabinovitch, 1983; Crissman & Steinkamp, 1987) e encontrar
as condigdes oOtimas para diversas aplicagdes e tipos celulares (Ellwart & Dérmer,

1985; Kubbies et al., 1985a; b; Kubbies & Friedl, 1985).
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Contudo, os modelos in vitro usados nos estudos acima podem ser limitados para
analisar populagdes celulares que podem ter alteragbes genéticas ou seu
comportamento proliferativo afetados por fatores externos como drogas, disfungdes,
infecbes e lesbes ou o proprio fato de estarem ex vivo. Para tais condigdes
experimentais, a aplicacdo in vivo de BrdU fornece mais respostas dos efeitos
desses estimulos a um tecido em relagcdo ao acesso das drogas ao mesmo, a
regulacdo da taxa de proliferacdo das células ou que alteragcbes eles estariam
causando na maquinaria genética e molecular de um grupo de células (Allen & Latt,
1976; Roholl & Distel, 1984; Gerlyng et al., 1992; Maggio-Price et al., 1993). Em
2000, Mozdziak e colaboradores testaram essa metodologia in vivo causando lesdes
quimicas em musculos de ratos adultos para induzir a regeneragao do tecido. Dois
dias apds a lesdo, o grupo tratado recebia 3 injecbes de BrdU a cada 4 h e os
animais eram sacrificados 14 h apds o ultimo pulso. As células do musculo solear
foram dissociadas, marcadas com Hoechst 33342 e analisadas por citometria de
fluxo. A analise das células do grupo controle - que nao recebeu BrdU — apresentou
um pico unico de fluorescéncia do Hoechst enquanto a citometria das células dos
animais tratados identificou 2 perfis de fluorescéncia do Hoechst. Ao isolar as 2
populacdes, a imunocitoquimica para BrdU revelou que as células da populagao do
perfil de menor intensidade eram positivas e as da populacdo de maior intensidade
era negativa para este antigeno.

Baseando-nos no trabalho de Mozdziak e colaboradores (2000) acima e
explorando as estratégias ontogenéticas da estrutura neocortical, testamos a
aplicagao do paradigma discutido neste tépico para otimizar o numero de células
dissociadas do cértex embrionario de camundongos e isoladas por citometria de

fluxo para estudos in vitro da corticogénese. Nossos resultados confirmam que a
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combinagdo das marcagdes de BrdU e Hoechst 33342 pode ser usada para
identificar e isolar células corticais de camada V por citometria de fluxo. Comparada
a marcacgao retrograda com microesferas fluorescentes para o estudo proposto, esta
técnica apresenta as vantagens de reduzir as taxas de mortalidade dos embrides
decorrente do processo cirurgico necessario para a injegao in utero de rastreadores
neuronais; e de marcar um numero muito maior de células, por ser rapida e exigir
apenas que as células estejam ciclando quando da presencga do marcador, enquanto
a captacdo das microesferas pelas fibras calosas e seu transporte retrégrado até
seus somas de origem é mais lenta e menos eficiente para animais embrionarios
uma vez que o intervalo entre a injecdo e a dissociagdo das células € muito curto
para marcar uma quantidade significativa de neurdnios calosos. Isso foi comprovado
pela frequéncia das populagdes de interesse em cada uma das estratégias
utilizadas: enquanto o percentual de células marcadas com as microesferas
correspondia a 10% do numero total de eventos, as células identificadas pela
fluorescéncia de baixa intensidade do Hoechst representavam mais de 60% do
mesmo.

No entanto, o BrdU ndo marca células calosas especificamente quando injetado
intraperitonealmente, marcando as zonas proliferativas ventral e cortical — fontes de
interneurdnios e neurdnios de projecao, respectivamente — e estas dividem a mesma
data de nascimento e estrato cortical final com outros tipos celulares (Miller, 1985;
Anderson, 2002). Para contornar este incoveniente, pretendemos imunofenotipar as
células da populagcédo isolada (BrdU-positiva) com marcadores que diferenciem
neurénios (NeuN-positivos) e células gliais (GFAP-positivas); interneurénios (GABA-
positivas) e neurdnios de projecao (Emx-positivas); e, finalmente, neurdnios calosos

(Satb2-positivas) e subpopulagdes que projetam para outras regides. Repetiremos
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a metodologia para as camadas V e ll/Ill, principais destinos laminares de neurénios
calosos. Se a freqléncia desse subtipo neuronal nas amostras purificadas for
elevada, fazendo o uso do BrdU uma estratégia muito mais vantajosa que o
rastreamento retrogrado para sua separagdo em embrides, poderemos aplica-lo em

nossos estudos de direcionamento axonal.

5.4. Ciclo Celular e Neuronogénese Cortical

Em mamiferos, o neocortex € uma estrutura hexalaminada composta por uma
grande variedade de subtipos celulares. A caracteristica mais importante do
desenvolvimento do neocértex € o surgimento ordenado de cada camada em uma
sequéncia definida de eventos proliferativos e migratérios (Sidman et al., 1961;
Angevine & Sidman, 1961; Caviness, 1982) que deu origem ao conceito de “picos ou
ondas neurogénicos (as)”: intervalos definidos em que as células de cada estrato
sdo geradas e migram dorsalmente para forma-lo. A primeira onda da origem a
camada | e a subplaca e as ondas seguintes formam as camadas Il — VI em um
gradiente invertido, onde as camadas mais profundas nascem primeiro (Angevine &
Sidman, 1961). E cada um desses estratos apresenta um padrao topografico de
conectividade (Gilbert & Kelly, 1975; Innocenti et al., 1985). Sendo assim, os eventos
proliferativos sdo de importancia crucial para as etapas seguintes de diferenciacéo e
especificagao das células de projecao e, finalmente, de formacgao de vias.

A neurogénese neocortical comega em uma camada simples do neuroepitélio, e
os primeiros neuroprogenitores do sistema nervoso central sdo as células
neuroepiteliais (NE) da parede ventricular que dao origem aos primeiros neurénios e
uma segunda classe de progenitores, as células de glia radial (RGC). Esses dois

tipos sao encontrados na superficie em contato com os ventriculos laterais, sendo
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por isso agrupados na classe dos progenitores apicais, € a cinética de seus ciclos
celulares apresenta uma particularidade: a posicdo dos seus nucleos no eixo apico-
basal reflete a fase do ciclo mitético uma vez que eles deslocam-se para a regiao
basal para duplicar seu material genético nesta e retornam para a parte apical para
finalizar a mitose (Sidman et al.,, 1959; Seymour & Berry, 1975; Takahashi et al.,
1993), conferindo aparéncia estratificada a este compartimento proliferativo. As
RGC'’s estendem um prolongamento até a superficie dorsal do telencéfalo que apdia
0s neurdnios de projecdo recém gerados durante sua migragdao para as camadas
superiores (Nadarajah & Parnavelas, 2002; Noctor et al., 2002; Nadarajah, 2003).
Um terceiro tipo, os progenitores intermediarios (IPC) ou progenitores basais (BP’s),
nasce tanto das NE’s quanto das RGC’s e passa a ocupar a regiao basal da ZV para
constituir as zonas intermediaria (IZ) e subventricular (SVZ) mais tarde. Por ultimo,
0s precursores neurais curtos também se originam das RGC'’s e residem na VZ, mas
apresentam morfologia, perfil molecular e cinéticas de ciclo distintos destas,
compdem a quarta classe de progenitores (Gotz et al., 2002; Gal et al., 2006; Corbin
et al., 2008). No telencéfalo dorsal, as NE's e RGC’s s&do as principais fontes dos
neurbnios de projecao das camadas profundas, enquanto grande parte dos das
camadas supragranulares sao gerados mais tardiamente pelas duas outras classes
(Smart & McSherry, 1982; McConnell & Kaznowski, 1991; Frantz et al., 1994,
Tarabykin et al., 2001; Gal et al., 2006).

Em camundongos, o periodo de produg¢ao de neurdnios se estende do 11° ao 17°
dias embrionarios (considerando-se a concepg¢ado como dia 0) (Caviness, 1982). As
primeiras células geradas cumprem dois objetivos principais: (1) aumentar o
repertério de progenitores e (2) gerar os primeiros neurbnios que formardo as

camadas VI e V. No primeiro caso, as duas ou uma das células-filhas produzidas
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permanece no ciclo mitdtico, por divisdo simétrica proliferativa ou assimétrica,
respectivamente; no segundo caso, a célula progenitora sofre uma mitose simétrica
neurogénica ou uma mitose assimétrica em que uma das células deixa o ciclo e
inicia a etapa de diferenciagdo neuronal (Nowakowski et al., 2002; Noctor et al.,
2004). As células que deixam o ciclo compdem a fragcdo Q e as que continuam
gerando novos progenitores ou células pds-mitéticas, a fracdo P (Takahashi et al.,
1994; Caviness & Takahashi, 1995). Estudos com timidina radioativa e/ ou BrdU
revelaram que, no telencéfalo dorsal, durante esses 6 dias, ocorrem 11 ciclos
celulares com duragao (Tc) inicial de 8 h e que tornam-se progressivamente mais
longos atingindo o tempo de 18 h no 11° (Nowakowski et al., 1989; Takahashi et al.,
1992; Takahashi et al., 1995). Estudos seguintes ndo s6 detalharam essa sequéncia
de formacao das camadas e a cinética dos ciclos dos diferentes progenitores, como
também determinaram os ciclos de origem dos subtipos neuronais que as compdem
e as mudancgas dos perfis moleculares das células geradas por cada classe de
progenitor e em cada etapa, revelando o0os mecanismos citogenéticos de
diferenciagao e especificagcdo da formacdo do neocortex (Takahashi et al., 1999;
Fode et al., 2000; Tarabykin et al., 2001; Caviness et al., 2003; Calegari et al., 2005;
Dehay & Kennedy, 2007; Suter et al., 2007; Noctor et al., 2008).

A cinética do ciclo mitético neuronogénico é um aspecto muito relevante para
nosso trabalho uma vez que o paradigma de marcacao das células de camada V
depende da disponibilidade do marcador de proliferagdo no momento exato e
especifico de producao deste estrato. Por esse motivo, optamos pelo monitoramento
por video do acasalamento para determinar o momento preciso da concepcgéo,
garantindo a correta datagao dos embrides para injecdo do BrdU. Nossos resultados

de imunohistoquimica em animais pds-natais, quando as células ja acabaram de
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migrar e se estabeleceram definitivamente nas suas camadas de destino, fortalecem
nossos resultados de FACS ja que observamos células BrdU-positivas ocupando
principalmente as camadas profundas no cortex maduro. Analises quantitativas mais
precisas devem ser realizadas no intuito de determinar o periodo ideal da injegao
com maior precisdo. Uma possivel desvantagem do método em relagao a injegao de
tracadores decorre da identificagao fenotipica inespecifica das células calosas ja que
a injegao intraperitoneal nao discrimina, dentro do mesmo estrato, células de
projecao e de circuitaria local, nem células de projeg¢ao de diferentes vias. Injecbes
de tracadores retrégrados desses animais pés-natos marcados com BrdU podem
contribuir para esta questdo através da comparagao e quantificacdo das marcacdes
de BrdU e do(s) tragcador(es). Segundo Koester & O’Leary (1993), as células calosas
ocupariam posi¢ées mais profundas na camada 5, enquanto as de projegéao
subcortical sdo mais superficiais, provavelmente sendo geradas em momentos
distintos. Embora os tempos de neurogénese destas duas subcamadas sejam muito
proximos, o que dificulta limitar a exposicdo ao BrdU de modo a marcar
exclusivamente uma delas, € possivel que consigamos determinar o momento de
nascimento dos neurbnios calosos com relativa precisdo, otimizando a pureza das

nossas amostras.

5.5. Classificacdo dos Neur6nios Corticais

No neocdrtex, neurbnios e glias, incluindo os respectivos subtipos dessas duas
classes de células neurais, originam-se das mesmas células progenitoras no epitélio
pseudo-estratificado que margeia os ventriculos laterais, a zona ventricular (ZV)
(Heins et al., 2002). Neurdnios de circuitaria local e de projecdo sao gerados no

mesmo momento (Miller, 1985; Anderson, 2002), mas em regides nao sobrepostas
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da zona proliferativa telencefalica (Lavdas et al., 1996; Tan et al., 1998; Anderson et
al., 2002) e sao molecularmente distinguiveis muito antes da diferenciacéo
bioquimica de seus progenitores (Schwartz et al., 1991) pela expressdo dos genes
Lhx6 e DIx1 (Anderson et al., 1997; Lavdas et al., 1999; Marin et al., 2000; Stihmer
et al., 2002b) e Emx1 e Tbrl (Chan et al., 2001; Hevner et al., 2001; Gorski et al.,
2002), respectivamente. Embora as coloragdes histolégicas mais comuns néao
revelem, a ZV é dotada de uma heterogeneidade molecular desde o inicio do
desenvolvimento que é a base da formacado da complexa estrutura cortical com seus
inumeros tipos celulares (Soriano et al., 1995; Gal et al., 2006). Aparentemente, nao
ha linhagens de precursores tipo-especificas, mas sim uma fina regulagdo de
eventos moleculares e celulares que sdo passados as progénies para gerar e
ampliar essa diversidade progressivamente (Walsh & Cepko, 1990; Cai et al., 2002;
Gal et al., 2006).

No caso das células de projecao, ha uma relagdo entre a camada de origem e a
regidao que inervam (Gilbert & Kelly, 1975; Innocenti et al., 1985), permitindo se
classificar os subtipos por esse critério em um primeiro nivel. Porque essas células
se comprometem fenotipicamente tdo cedo, pode-se estudar a formacdo de uma
determinada via axonal a partir de eventos da corticogénese anteriores ao
surgimento das primeiras estruturas axono-dendriticas (Koester & O’Leary, 1993).
Porém, o critério hodolégico ndo pode ser o unico considerado para classificar,
descrever e caracterizar detalhadamente subtipos da classe neurdnios de projecéo a
medida que células projetando a partir de um mesmo estrato ou para um mesmo
alvo podem exibir perfis moleculares e morfo-funcionais variados (Peters & Kara,
1985; Larkman & Mason, 1990; Koester & O’Leary, 1993; Arimatsu & Ishida, 1999;

2002; Thomson & Bannister, 2003; Hattox et al., 2007; Ramos et al., 2008). Além
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disso, algumas células de projecdo emitem axdnios colaterais para mais de uma
regido-alvo transitoriamente no periodo embrionario (Lent & Lacerda-de-Menezes,
1988; Garcez et al., 2007), e em animais pos-natos (McGeorge & Faull, 1987; Hedin-
Pereira et al., 1999); a expressdo de marcadores de subpopulagdes varia
temporalmente (revisado por Leone et al., 2008); e nem sempre apresenta um
padrao laminar restrito (Frantz et al., 1994; Arimatsu et al., 1999; Leid et al., 2004,
Alcamo & McConnell, 2008; Lai et al., 2008).

A base dessa diversidade dos neurbnios corticais de projecao, foco deste
trabalho, tem sido evidenciada com os estudos que revelam uma grande
combinacdao de moléculas definindo as subpopulacbées de uma mesma camada
emitindo axénios para regides-alvo distintas ou diferentes origens laminares e alvos
comuns (revisado em Molyneaux et al., 2007). Nosso foco € uma subpopulacéo da
camada V que projeta através do corpo caloso, comunicando os dois hemisférios
telencefalicos e integrando as informagdes que convergem para o cortex cerebral.

Esse estrato no neocortex € gerado do 14° ao 15° dia gestacional (concepgao =
EO) (Angevine & Sidman, 1961; Caviness, 1982; Polleux et al., 1998) e é composto
por neurbnios de projecado com a morfologia piramidal tipica e pertencentes as 3
principais classes hodoldgicas: associativos, comissurais e corticofugais.
Histologicamente ela pode ser subdividida em dois compartimentos, Va e Vb, que
separam duas subpopulagbes morfologica e funcionalmente diferentes (Kasper et
al., 1994): o primeiro corresponde a regidao mais dorsal da camada, tem uma baixa
densidade celular, suas células (Tipo |) tém um soma grande, respondem a
estimulos despolarizantes com disparos em salva e projetam subcerebralmente; o
segundo, mais ventral, apresenta maior celularidade em relagdo ao anterior, e suas

células (Tipo Il) sdo menores, disparam regularmente mediante estimulagdo e
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projetam para o coértex contralateral e para o estriado ipsilateral (Koester & O’Leary,
1993; Kasper et al., 1994a). Entretanto essa classificagcdo ainda nao € suficiente
para diferenciar totalmente cada subtipo de neurénios presente no cortex.

A combinagao dos dados hodoldgicos e morfo-funcionais extensamente descritos
aos recentes resultados de estudos neurogenéticos tém revelado que as células
piramidais do cortex ndo constituem uma classe homogénea em nenhum desses
aspectos. Mas a principal contribuicdo desses estudos €& a descoberta de
marcadores para essas subpopulacbes e/ou para as camadas: o0 gene Brn2 é
expresso nas camadas llI-lll e V (McEvilly et al.,, 2002; Sugitani et al., 2002); as
expressdes de Cuxl e Cux2 estendem-se da Il a IV (Nieto et al., 2004; Zimmer et al.,
2004); Er81 é observado em células de projegao corticoespinhal e calosas (Xu et al.,
2000; Yoneshima et al., 2006); Ctip-2 marca os corticoespinhais e corticotectais de
camada V (Arlotta et al., 2005); Otx-1 identifica os subcerebrais das camadas V e VI
(Frantz et al., 1994); Fezfl e Sox5 como marcadores de neurdnios projetando
subcorticalmente (Hirata et al., 2004; Arlotta et al., 2005; Chen et al., 2005;
Molyneaux et al., 2005; Kwan et al., 2008; Lai et al., 2008); proteina 36, expressa
nas células cortifugais da camada V (Stanfield & Jacobowitz, 1990); Calretinina,
presente tardiamente em alguns neurénios calosos, mas também em interneurdnios
(Mitchell et al., 2006); Lmo4, expresso em piramidais do tipo Il da camada V (Arlotta
et al., 2005; Azim et al., 2009); Satb2 conferindo a identidade calosa (Britanova et
al., 2005; 2008; Szemes et al., 2006); GAP-43, proteina sinaptica de neurdnios
corticotalamicos (Feig, 2004). E importante ressaltar que esses genes tém suas
expressdes sub e supra-reguladas em diferentes momentos do desenvolvimento e
da vida pds-natal para cumprir fungdes distintas em cada um deles (Frantz et al.,

1994; Hevner et al., 2003; Nieto et al., 2004; Arlotta et al., 2005; revisado por Mélnar
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& Cheung, 2006) acrescentando um obstaculo ao seu uso como marcadores de
subtipos.

Diante dessas dificuldades, a identificacdo e o isolamento in vivo da populacao de
nosso interesse retiveram nossa atencao, levando-nos a testar diferentes métodos e
compara-los. Aparentemente, a injecdo de rastreador retrégrado associado a
citometria de fluxo forneceria um excelente resultado em termos qualitativos pois a
identidade calosa das células recuperadas seria mais confiavel. No entanto, para o
caso de animais embrionarios, o aspecto quantitativo foi prejudicado devido ao curto
periodo de marcagdo. A solucdo para a baixa recuperagao celular seria a
imunofenotipagem com anticorpo fluorescente contra um marcador da nossa
populacdo, mas todas as moléculas até entdo descritas sdo intracelulares, e suas
marcagdes exigem a fixagdo da amostra — inviabilizando o isolamento de células
vivas. Outro problema enfrentado foi a irregularidade do aproveitamento das inje¢des
in utero de rastreador pela dificuldade de se precisar o sitio de injegdo no eixo dorso-
ventral e controlar a sobrevivéncia dos embrides apos a cirurgia.

O uso de BrdU para o isolamento de células de camada V por citometria
apresentou resultados muito mais satisfatérios em relagcdo ao numero de células
recuperadas. No entanto, na idade escolhida para injecédo, além da neurogénese dos
neurénios de projecao calosos e subcorticais de camada V, também ocorre a de
interneurénios corticais (Wonders et al., 2006) e células gliais que formarado as
estruturas da linha média que auxiliam na formagao do corpo caloso (Silver et al.,
1982; Richards et al., 2004; Jovanov-Milosevic et al., 2006; Lindwall et al., 2007).
Para identificar quais células neurais estao presentes na populacao purificada por
citometria de fluxo, usaremos um marcador de actina filamentar glial, GFAP; um

marcador neuronal nuclear especifico, NeuN; um marcador de interneurdnios
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gabaérgicos, GABA; e o marcador de um fator de transcricdo presente em neurénios

de projegao calosos no periodo embrionario, Satb2.
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho apresenta trés importantes resultados:

(1) foram estabelecidas as condi¢cdes de isolamento de células por citometria de
fluxo que fornece células viaveis para crescimento em cultura emitindo neuritos de
diferentes tamanhos e morfologias;

(2) a populacéo calosa pode ser isolada das demais injetando-se microesferas
fluorescentes in utero e usando-se citometria de fluxo para selecionar as células;

(3) a dupla marcagao do DNA com BrdU e Hoechst 33342 pode ser usada para
identificar células por citometria de fluxo, constituindo uma opcédo vantajosa e
promissora para a técnica de FACS.

Considerando a importante fungao do coértex cerebral, ndo € incompreensivel que
esta seja uma estrutura de tamanha complexidade morfologica e que sua formagéao
exija uma enorme multiplicidade de moléculas e mecanismos que garantam o
correto cumprimento de cada etapa, minimizando os riscos de erros que podem ser
altamente prejudiciais ou mesmo deletérios para o organismo em formacéo. Nesse
sentido, esperamos contribuir direta e indiretamente para a compreensao de parte
do intrincado sistema de controle de formagdo do cortex cerebral ao propor um
método mais simples e rapido de isolamento de neurdnios viaveis para aplicacao

nos estudos in vitro dessas estratégias ontogénicas do cortex de mamiferos.
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7. PERSPECTIVAS

Nossos proximos objetivos (ja em andamento) envolvem: (1) a imunofenotipagem
das células isoladas pela marcacado de BrdU e cultivadas para identificar quais séo
os subtipos celulares recuperados e em que freqiéncia para confirmar a eficacia do
método no isolamento de neurbnios calosos de camda V; (2) ajustar as condigcbes
ideais para isolamento em diferentes idades embrionarias, possibilitando assim a
aplicagdo da citometria para investigacdo de eventos e mecanismos até mais
precoces da embriogénese; (3) co-cultivar as células isoladas com uma fonte
exogena de Netrina-1 para testar o comportamento axénico.

Esperamos identificar que fatores atuantes sobre os axénios das células corticais
determinam a opg¢ao destas por conectar um alvo no hemisfério ipsilateral,
contralateral ou em alvos subcorticais. Talvez as células calosas mais imaturas n&o
expressem os receptores que determinam a saida das proje¢des cortico-fugais pela
capsula interna. Ja é conhecido que a Netrina € expressa por um alvo intermediario
da via cortico-fugal, a capsula interna, precocemente (E14). E que seu receptor DCC
€ expresso por células corticais de projecao, incluindo as de proecgao subcortical e as
calosas (Braisted et al., 2000). A linha média, onde o corpo caloso se forma, também
expressa Netrina (Serafini et al., 1996), mas o padrao témporo-espacial parece ser
mais tardio (Bonnin et al., 2007). Pode ser que as células proximas a linha média
respondam a fatores dessa estrutura e essa proximidade seja suficiente para o
cruzamento. Nossos resultados futuros, aliados a outros resultados de nosso
laboratério, possivelmente contribuirdo para elucidar alguns passos da estratégia de
formacéao do corpo caloso e o papel da Netrina-1 neste contexto.

Uma vez confirmada a acido da Netrina-1 sobre os axénios calosos em cultura, é

interessante explorar os receptores e mecanismos celulares envolvidos. O bloqueio
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dos receptores e de algumas vias sinalizadoras na presenga e na auséncia da
Netrina-1 e em diferentes idades pode dar respostas interessantes quanto a

dindmica do direcionamento axonal da populacao calosa.
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