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RESUMO.- Métodos de cultivo celular são convenientes na 
realização de análises funcionais de alterações/interações 
protéicas das células neuronais, auxiliando a decifrar o in-
teractoma de proteínas chaves na neurogênese de doen-
ças do Sistema Nervoso Central. Por esse motivo, culturas 
de neurônios e neuroesferas isolados do córtex cerebral 
aviar representam um modelo acessível para o estudo 
de diversas doenças neurológicas, tal como a epilepsia. A 

espécie aviar apresenta peculiaridades em seu proteoma 
neuronal, visto a presença de uma expressão diferenciada 
de proteínas chaves no metabolismo energético cerebral, 
algumas destas (VDAC1 e VDAC2) desempenham papel 
importante na compreensão do mecanismo da epilepsia 
refratária. A metodologia estabelecida no presente estudo 
obteve cultivo de neuroeferas, onde as células cresceram 
tipicamente em aglomerados atingindo, dentro de 7 dias, o 
diâmetro ideal de 100-200 µm. A diferenciação celular das 
neuroesferas foi obtida após a aderência destas às placas 
tratadas com poli-D-lisina, evidenciada pela migração de 
fibras do interior da neuroesfera. Ao contrário das neuro-
esferas, os neurônios em cultivo extenderam seus neuritos 
após 11 dias de isolamento. Tal modelo in vitro pode ser 
utilizado com sucesso na identificação das variáveis neu-
roproteômicas, propiciando uma avaliação global das alte-
rações dinâmicas e suas interações protéicas. Tal modelo 
pode ter aplicações em estudos dos efeitos de indutores 
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da morte celular e bloqueadores de canais de membrana 
mitocondriais em proteínas chaves do metabolismo ener-
gético cerebral.
TERMOS DE INDEXAÇÃO: Epilepsia, neurônio, neuroesferas, inte-
ractoma, mitocôndria, cérebro, córtex cerebral aviar.

INTRODUÇÃO
A epilepsia é uma desordem cerebral crônica que afeta 1% 
da população mundial e é caracterizada por convulsões 
recorrentes, materializada por uma atividade neuronal 
anormalmente excessiva ou sincrônica do cérebro (Fabene 
et al. 2013). Tal desordem neurológica afeta funções físi-
cas, mentais e comportamentais e está associada a maiores 
riscos de morte prematura causada por injúrias pós-trau-
máticas, status epilepticus, suicídio, pneumonia e morte 
súbita, contabilizando 1,4% de mortalidade da população 
mundial. Já na população canina a epilepsia é a doença neu-
rológica com a ocorrência mais comum, sendo estimada e 
uma frequência de 0,5 a 5,7% (Monteiro et al. 2012).
O cérebro representa somente 2% da massa corpórea total, 
no entanto este consome 20% do oxigênio e glicose forneci-
dos pelo sangue, sendo a transmissão sináptica a principal 
responsável pelo elevado gasto energético proveniente da 
oxidação da glicose (Escartin & Rouach 2013). Para aten-
der à elevada demanda energética, as mitocôndrias apre-
sentam uma atividade intensa no tecido cerebral; ressalta-
-se que a presença de desordens mitocondriais é observada 
em 14% dos pacientes epilépticos adultos. Destes, 65% es-
tão relacionados à causa metabólica/estrutural, enquanto 
os demais 35% dos casos são associados às ocorrências 
genéticas (Finsterer et al. 2013).

Durante a crise convulsiva há um aumento do fluxo gli-
colítico, no mínimo três vezes superior à taxa basal do cé-
rebro. Durante este período de hiperexcitabilidade, novos 
níveis regulatórios são estabelecidos por diversos meta-
bólitos, tais como as enzimas fosfofrutoquinase e hexoqui-
nase, que são coordenadamente ativadas. Sendo estes dois 
sítios enzimáticos os principais pontos de controle da gli-
cólise no tecido cerebral, a habilidade do cérebro em man-
ter o fornecimento adequado das reservas energéticas e de 
oxigênio é de grande importância para distinguir condições 
convulsivas das isquêmicas (Sacktor et al. 1966).

A VDAC (voltage dependent selective anion channel) 
atua como o principal transportador na membrana mito-
condrial externa, tendo uma importante função na produ-
ção energética, pelo controle do tráfico de metabólitos, e 
é reconhecida como proteína-chave na apoptose mediada 
pela mitocôndria (Pastorino & Hoek 2008). Além disso, 
serve como sítio de ligação da hexoquinase à mitocôndria, 
fornecendo acesso preferencial ao ATP intramitocondrial. 
Esta interação entre a VDAC e a hexoquinase tem consequ-
ências metabólicas, uma vez que a fosforilação da glicose 
pela hexoquinase ligada está relacionada à produção de 
ATP pela fosforilação oxidativa intramitocondrial (Beltran-
delRio & Wilson 1991, Cerqueira César & Wilson 1995, 
1998, 2002).

Múltiplas isoformas da VDAC foram identificadas em 
cérebros humanos e murinos (Cerqueira César & Wilson 

2004), bovinos e aviares (Poleti et al. 2010). A super-ex-
pressão da VDAC 1 em uma variedade de células promove 
a morte celular apoptótica (Kroemer et al. 2007), enquanto 
que a super-expressão da VDAC 2 previne a ativação da pro-
teína pró-apoptótica BAK e inibe a via apoptótica mitocon-
drial (Cheng et al. 2003). Dessa forma, observa-se em lite-
raturas que a VDAC 1 possui propriedades pró-apoptóticas, 
enquanto que a VDAC 2, propriedades anti-apoptóticas.

Um dos principais entraves no tratamento da epilepsia 
é a fármaco-resistência. Estima-se que um terço dos pa-
cientes epilépticos são resistentes aos medicamentos an-
ticonvulsivos (Pohlmann-Eden & Weaver 2013); além dis-
so, observou-se que a resposta do paciente ao tratamento 
adicional a uma nova droga é cerca de 3 – 5% menos eficaz 
para cada fármaco testado (Margoliash et al. 2010). Jiang 
et al. (2007) observaram em modelo animal fármaco-resis-
tente um maior nível de expressão da VDAC1 e o menor de 
VDAC2, resultando em diminuição da produção e translo-
cação do ATP mitocondrial e promoção da apoptose. Con-
dição semelhante do nível de expressão das isoformas da 
VDAC foi observada na mitocôndria cerebral aviar (Poleti 
et al. 2010).

Estudos do laboratório foram pioneiros na identificação 
das proteínas interactantes à VDAC nos complexos protéi-
cos do cérebro bovino, murino e aviar. Na espécie bovina 
e murina cerca de 50% das proteínas interactantes com a 
VDAC encontradas no complexo murino não são observa-
das na espécie bovina (Crepaldi et al. 2013).

Em resultados ainda não publicados (Crepaldi et al. 
2013) identificamos diversas proteínas-chaves no meta-
bolismo energético cerebral interactantes com a VDAC no 
cérebro aviar, dentre as quais destacamos a ATP sintase su-
bunidade a (ATPA), aldeído deidrogenase (ALDH2), NADH 
deidrogenase 1 a subcomplexo 10, (NDUAA) Aconitase 
(ACON), Malato deidrogenase (MDH) e a proteína resisten-
te a múltiplas drogas (MRP1). Jiang et al. (2007) observa-
ram diferenças no nível de expressão de tais proteínas em 
modelos epiléptico fármaco-resitentes, elucidando a falha 
energética presente durante a crise convulsiva.

As proteínas NDUAA e a ATPA tem uma função impor-
tante durante a fosforilação oxidativa mitocondrial, a qual 
é a fonte de energia primária do metabolismo neuronal. 
As proteínas ACON e MDH2 fazem parte do ciclo do ácido 
tricarboxílico na matriz mitocondrial. A superexpressão 
das proteínas transportadoras MRP1 no tecido epiléptico 
reduz a quantidade de drogas que atingem os neurônios 
epilépticos, contribuindo com a fármaco-resistência (Los-
cher & Potschka 2002). Tais resultados indicam um meta-
bolismo energético diferenciado no tecido cerebral aviar, 
auxiliando na compreensão molecular da sensibilidade das 
aves à epilepsia, justificando assim o seu uso no estudo da 
relação patologia-epilepsia.

Segundo Scorza et al. (2009) a espécie aviar pode ser 
um modelo para estudos de epilepsia por mimetizar a con-
dição humana. A Síndrome da Morte Súbita em Epilepsia 
(SUDEP) é a causa da morte prematura de até 17% de to-
dos os pacientes com epilepsia (Sowers et al. 2013). Simi-
larmente, as aves sofrem com a Síndrome da Morte Súbita 
(SDS) caracterizada por uma morte aguda de frangos apa-
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rentemente saudáveis e bem-nutridas, após um abrupto e 
breve bater de asas (Scorza et al. 2009). Tais similaridades 
entre a SUDEP e a SDS estão presentes na manifestação 
comportamental da SDS muito próxima às crises tônico-
-clônicas e a incidência de anormalidades cardíacas duran-
te e entre as crises.

O modelo embrionário aviar pode ser utilizado em es-
tudos experimentais para avaliar os efeitos de drogas du-
rante o estágio de desenvolvimento embrionário. Além das 
semelhanças anatômicas, a espécie aviar apresenta bases 
moleculares que justificam a sua relevância no estudo da 
resistência a fármacos como modelo animal epiléptico. O 
estudo in vitro de todo o proteoma neuronal contribui para 
a avaliação das alterações proteicas e dinâmica das intera-
ções proteína-proteína.

O cultivo neuronal primário preparado a partir do teci-
do nervoso aviar representa uma poderosa ferramenta não 
somente para o estudo da contribuição individual dos neu-
rônios na progressão das doenças, mas também na investi-
gação da importância das células tronco neurais no desen-
volvimento e patogênese da doença (Kim & Magrané 2011). 
Adicionalmente ao uso da técnica de cultivo neuronal pri-
mário há o cultivo de neuroesferas (células tronco neurais) 
que podem ser usadas como um vetor de moléculas tera-
pêuticas favorecendo a regeneração e/ou neuroproteção.

No presente estudo é estabelecido um método de culti-
vo, manutenção e diferenciação de células neurais proge-
nitoras e cultivo de neurônios primários de origem aviar.

MATERIAL E METÓDOS
Cultivo primário de neurônios aviares

Conforme metodologia proposta por Monnerie et al. (1997), 
os embriões aviares foram manipulados no 8º dia de incubação. 
Os hemisférios cerebrais foram mantidos em solução fosfato sali-
na (PBS) aquecida a 37°C. Subsequentemente as meninges foram 
removidas e o córtex delicadamente picotado.

A dissociação enzimática foi realizada a fim de digerir as pro-
teínas da matriz extracelular e as proteínas de junção celular, res-
ponsáveis pela adesão célula-célula e célula-substrato. A enzima 
comumente utilizada é a Tripsina, pois encontra-se ativa dentro da 
faixa do pH fisiológico (pH 8,0). A tripsinização durou 15 min. e foi 
mantida a 37°C. Para paralisar a ação da tripsina, foi acrescentado 
o dobro do volume inicial do meio DMEM, contendo 20% de soro 
fetal bovino (SFB) (Invitrogen) e 1% de penicilina-estreptomicina 
(Invitrogen). A seguir centrifugou-se a 735xg durante 10 min.

Em seguida, o sobrenadante foi removido e o pellet ressus-
penso em solução de lise (170mM de Tris, 170mM Cloreto de 
Amônio) mantida em banho-maria a 37°C durante 10 min. e 
posteriormente centrifugada a 184xg durante 5 min. Tal etapa 
é opcional, no entanto sua execução é fortemente sugerida visto 
que as hemácias aviares são nucleadas, mantendo-se por mais 
tempo em cultivo e consumindo o meio nutritivo priorizado aos 
neurônios.

Após a centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o pel-
let ressuspenso em meio Neurobasal (Invitrogen) suplementado 
com 2% de B-27 (Invitrogen), 0,25% GlutaMax (Invitrogen), con-
forme proposto por Ahlemeyer & Vogt (2005) e filtrado em penei-
ra de nylon 0,22µm (Millipore) a fim de separar as células.

As placas foram preparadas em uma solução de poli-D-lisina 
(MW 70-150 KDa, Sigma), dissolvida à concentração de 1mg/100 
ml em tampão borato (0,1 M, pH 8,4).

A viabilidade celular foi realizada pelo método de exclusão 
por tripan blue conforme descrito por Ahlemeyer et al. (2002). 
Células não-viáveis apresentaram a membrana danificada, sendo 
coradas com tripan-blue, enquanto que células viáveis perma-
neceram descoradas. A contagem final foi obtida com uma den-
sidade de 1x104 céls/mL e as células plaqueadas em garrafas de 
25cm2 pré-tratadas com poli-D-lisina. As células foram mantidas 
em meio de cultivo a 37°C e 5% CO2 e realimentadas com meio de 
cultivo a cada dois dias.

Cultivo e diferenciação de neuroesferas
As etapas iniciais do cultivo de neuroesferas, as quais abran-

gem a manipulação e o processo de digestão enzimática foram re-
alizados conforme descrito anteriormente.

Após a digestão enzimática, o tecido foi dissociado mecani-
camente com o auxílio de uma pipeta. As células foram conta-
das e plaqueadas em 1x105 células/mL em meio contendo 1:1 
DMEM/F-12 (Invitrogen) suplementada com 33mM glicose, 4mM 
L-glutamina, 1% suplemento N2 (Invitrogen), penicilina (50 U/
ml) e estreptomicina 50mg/ml (Invitrogen) a 37°C na presença 
de 10% CO2, conforme proposto por Louis & Reynolds (2010). As 
neuroesferas alcançaram em 7 dias o tamanho necessário para 
serem utilizadas em experimentos ou replicadas em outras placas 
tal como proposto por Kearns et al. (2003).

A diferenciação das células progenitoras em neurônios ocor-
re espontaneamente quando plaqueadas em substrato adequado 
(Gottlieb et al. 2002). Para promover a diferenciação celular das 
neuroesferas, estas foram transferidas a uma placa coberta por 
poli-D-lisina (1mg/mL) conforme descrito por (Caldwell et al. 
2001, Ostenfeld et al. 2002, Hou et al. 2011, Gu et al. 2013,) e cul-
tivadas com o mesmo meio descrito anteriormente.

RESULTADOS
Neuroesferas são agregados de células tronco progenitoras, 
as quais podem ser expandidas em cultivo por um período 
estendido de tempo e proporcionam um modelo válido para 
o estudo do desenvolvimento cerebral (Bhattacharyya & 
Svendsen 2003). Adicionalmente, tais células são multipo-
tentes podendo gerar neurônios, astrócitos e oligodendró-
citos in vitro e in vivo após transplante (Pevny & Rao 2003).

As células crescem tipicamente em aglomerados, po-
dendo ser replicadas por dissociação mecânica dentro de 
7 dias ao atingirem o diâmetro ideal de 100-200µm con-
forme proposto por Louis & Reynolds (2010). Na Figura 1 
é possível observar neuroesferas com 23 dias em cultivo. 
Tal como observado por diversos autores, a aderência de 
neuroesferas ao substrato adequado gera neurônios com 
sucesso (Caldwell et al. 2001, Ostenfeld et al. 2002, Hou et 
al. 2011, Gu et al. 2013). O processo de diferenciação das 
neuroesferas em neurônios pode ser realizado com a as-
persão das neuroesferas e seu replaqueamento em placas 
contendo o substrato poli-D-lisina. Na Figura 2 observa-se 
a migração de fibras do interior da neuroesfera (destacada 
pelas setas), evidenciando o início do processo de diferen-
ciação celular.

Adicionalmente, foi realizado o cultivo primário de neu-
rônios aviares, destacando-se etapas distintas do cultivo da 
neuroesfera, conforme observado no material e métodos. 
Após 24 horas em cultura, os neurônios aderem-se rapi-
damente ao substrato e distribuem-se uniformemente em 
toda a superfície tratada da placa.
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Após 11 dias in vitro, as células alcançam a morfologia 
típica de células neuronais, as quais mantiveram-se quase 
que imutáveis por um longo período em cultivo. É comum 
visualizar o comprimento dos neuritos entre duas a cinco 
vezes o diâmetro do soma (Weigel et al. 2012) conforme 
pode ser visualizado nas Figuras 3 a 5.

Weigel et al. (2012) relatam a existência de distintos 
tipos morfológicos de neurônios, classificados em unipola-
res e bipolares. Neurônios unipolares apresentam um úni-
co neurito longo primário (Fig.3), enquanto os neurônios 
bipolares (Fig.4) tipicamente possuem dois neuritos quan-
do comparados aos neurônios unipolares. Os neuritos de 
neurônios adjacentes aparecem frequentemente para for-
mar pequenas redes de interconexões entre dois neurônios 
(Fig.5).

Fig.2. Neuroesfera aderida ao fundo da placa tratada com o subs-
trato poli-D-lisina. As setas evidenciam a presença de fibras 
migrando da neuroesfera em direção a outro aglomerado ce-
lular.

Fig.3. Células neuronais do córtex do embrião aviar após 11 
dias em cultivo. Neurônios unipolares foram caracteriza-
dos por um único neurito longo primário indicado pela seta 
branca.

Fig.4. Células neuronais do córtex do embrião aviar após 11 
dias em cultivo. Neurônios bipolares tipicamente possuem 
dois neuritos (setas brancas), quando comparado aos neu-
rônios unipolares estes neuritos eram curtos e bastante vo-
lumosos.

Fig.5. Células neuronais do córtex do embrião aviar após 11 dias 
em cultivo. Formação de pequenas redes de interconexões en-
tre dois neurônios (indicado pelo circulo tracejado).

Fig.1. Neuroesferas corticais foram obtidas do embrião aviar com 
oito dias de incubação. O córtex foi removido, sofreu digestão 
enzimática com tripsina, centrifugado e o pellet ressuspenso 
em meio contendo 1:1 DMEM/F-12 (Invitrogen) suplementa-
da com 33mM glicose, 4mM L-glutamina, 1% suplemento N2 
(Invitrogen) e penicilina/estreptomicina (100 U/ml, Invitro-
gen). O aglomerado celular foi mantido em cultivo a 37°C e 
10% CO2 durante 23 dias.
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DISCUSSÃO
O cultivo de células tronco e células neurais diferenciadas 
são excelentes ferramentas e modelos no estudo da neu-
rogênese e no mecanismo celular para o tratamento de 
desordens do sistema nervoso (Gu et al. 2013). Entre as 
vantagens da utilização de neuroesferas há o número ilimi-
tado de células que pode ser gerado a partir de uma única 
amostra de tecido fetal, estudo do desenvolvimento pré-na-
tal (desenvolvimento cortical), além de estudos específicos 
da neurogênese (proliferação, migração, diferenciação) 
(Bhattacharyya & Svendsen 2003). Além disso, células no 
interior das neuroesferas podem se diferenciar quando ex-
postas ao substrato e meio adequados, gerando um elevado 
número de células gliais e neurônios (Caldwell et al. 2001, 
Bhattacharyya & Svendsen 2003).

O cultivo neuronal primário isolado de córtex cerebral 
aviar é amplamente utilizado no estudo do funcionamento 
cerebral. A neuritogênese é um processo de diferenciação 
neuronal, a qual ocorre como neuritos nascentes de um 
soma neuronal pós-mitótico. Caracteriza-se pela elongação 
das extensões celulares, chamadas de neuritos, que subse-
quencialmente diferenciam-se em axônios ou em um com-
plexo arbóreo dendrítico (Raad et al. 2012). Nas Figuras 3 
a 5 é possível observar as extensões neuríticas em neurô-
nios primários estendendo seus neuritos e estabelecendo 
sinapses no 11º dia após o isolamento (Fig.5). Diversas são 
as possibilidades de estudos da neuritogênese em cultivo 
primário aviar. Tal processo é vital para a rede neuronal e 
contribui amplamente na regeneração do nervo (Raad et al. 
2012). Uma anomalia da neuritogênese é uma marca das 
desordens neurodegenerativas, incluindo a degeneração 
da retina, epilepsia e doença de Alzheimer.

Aliado ao cultivo neuronal primário há outra ferramenta 
a neuroproteômica, visando estabelecer uma avaliação glo-
bal de todo o proteoma neuronal, abordando as alterações 
dinâmicas e suas interações protéicas (Raad et al. 2012). O 
estudo da VDAC proteína mais abundante da membrana mi-
tocondrial externa e chave no transporte de metabólitos e 
morte celular, demonstrou um padrão de complexação pro-
teico diferenciado (Crepaldi et al. 2011), ou seja um interac-
toma proteico peculiar na espécie aviar em relação às espé-
cies bovina e murina (Crepaldi et al. 2013), bem como uma 
proporção diferenciada de isoformas da VDAC1 e VDAC2 em 
relação as outras espécies (Poleti et al. 2010), além da pre-
sença de alterações pós-traducionais, destacando-se a fosfo-
rilação, em suas isoformas nesta espécie (Vitale et al. 2012).

A metodologia estabelecida no presente estudo será 
utilizada para identificação das variáveis proteômicas des-
critas acima, bem como, das alterações que podem ocorrer 
com as mesmas, em situações as mais variadas. Cite-se por 
exemplo, o efeito da indução da apoptose por estaurospo-
rina. Outras possíveis aplicações deste sistema estariam 
associados aos possíveis efeitos moduladores da intera-
ção hexoquinase-VDAC por substâncias como a glicose-6-P 
(desligamento da hexoquinase), DIDS (bloqueio da VDAC), 
Ruthenium red e Poliânion de Koenig (estabilizadores do 
canal em estado fechado).

Tomadas em conjunto, devido à complexidade das do-
enças neurodegenerativas, uma análise meticulosa das 

alterações/interações protéicas das células neuronais em 
cultivo pode auxiliar a decifrar o interactoma de proteínas 
chaves na neurogênese da doença. Adicionalmente, estu-
dos proteomicos similares são realizados na diferenciação 
em células neuroprogenitoras e/ou células tronco neurais 
em neurônios utilizando diferentes plataformas proteomi-
cas e identificando um repertório diferenciado de proteí-
nas neuronais especificas (Raad et al. 2012).

CONCLUSÃO
Descrevemos um método para o isolamento de neurônios e 
neuroesferas em cultura de córtex cerebral de frangos. Tal 
modelo “in vitro” pode ser utilizado em estudos de expres-
são proteica neuronal diferencial, bem como de interações 
entre proteínas.
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