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« Os astrocitos sao células altamente variaveis na sua morfologia e funcao, sendo cruciais para a manutencido da homeostase do sistema nervoso
central.

« Estas células sao responsaveis por captar glutamato, o principal neurotransmissor excitatorio, e pela sua conversao em glutamina através da enzima
glutamina sintetase (GS). Além disso, atuam na manutencao da homeostase redox e na resposta inflamatoria.

« A disfuncao mitocondrial € um evento comumente associado ao envelhecimento cerebral e a diversas desordens neurologicas.

 Nesse sentido, a azida &€ um classico inibidor do complexo IV da cadeia respiratoria sendo frequentemente utillizada na inducao de estresse
oxidativo/nitrosativo in vitro.

* Recentemente, nosso grupo demonstrou que a ativacao do fator nuclear kappa B (NFkB) e da proteina cinase ativada por mitdgeno p38 (p38 MAPK)
parece estar envolvida nos efeitos deletérios do envelhecimento em astrocitos hipocampais.

DAz NO plura

Avaliar o impacto do envelhecimento cerebral associado ao dano mitocondrial induzido por azida em astrocitos hipocampais atraves da utilizacao de
um protocolo de obtencao de cultura de astrocitos provenientes de ratos Wistar adultos (AD) e envelhecidos (EN) (90 e 180 dias, respectivamente).
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FIG. 1. Os efeitos oxidativos da azida foram mais deletérios em astrocitos hipocampais EN do que nos AD. As células foram incubadas em DMEM/F12
contendo 1% de SFB com 5 mM de azida durante 3 h. (A) Aym e (B) Producdo de EROs. Os dados representam as médias + E.P.M. de quatro
experimentos independentes realizados em triplicata. Diferencas entre os grupos foram analisados estatisticamente usando ANOVA de duas vias,
e . seguido pelo teste de Tukey. Valores de P <0,05 foram considerados significativos. a indica diferenca em relacdo as condi¢des basais. b diferencas em
Q relacdo as culturas de AD.
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500 mll Celu aS/Cm FIG. 2. Astrocitos hipocampais AD e EN aumentaram liberacao de citocinas pro-inflamatorias apds a exposicao a azida. As células foram incubadas
em DMEM/F12 contendo 1% de SFB com 5 mM de azida durante 3 h. (A) TNF-a e (B) IL-1B. Os dados representam as médias + E.P.M. de quatro

experimentos independentes realizados em triplicata. Diferencas entre os grupos foram analisados estatisticamente usando ANOVA de duas vias,

I\/Ieio de cultura utilizado' seguido pelo teste de Tukey. Valores de P <0,05 foram considerados significativos. a indica diferenca em relacao as condi¢cfes basais. b diferencas
. , ] em relacdo as culturas de AD.
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Apos a confluéncia, as

culturas foram
tratadas com 5 mM de
azida durante 3 horas.

FIG. 3. A azida afetou o sistema glutamatérgico dos astrocitos de maneira idade-dependente. As células foram incubadas em DMEM/F12 contendo
1% de SFB com 5 mM de azida durante 3 h. (A) Captacédo de glutamato, (B) atividade da GS e (C) niveis de GSH. Os dados representam as medias
+ E.P.M. de quatro experimentos independentes realizados em triplicata. Diferencas entre os grupos foram analisados estatisticamente usando
ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey. Valores de P <0,05 foram considerados significativos. a indica diferenca em relacdo as condi¢fes

basais. b diferencas em relagéo as culturas de AD.

Experimentos realizados:
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FIG. 4. As vias de sinalizacdo NFkB e p38 MAPK estao envolvidas nos efeitos deletérios da azida dependentes da idade. As células foram incubadas
em DMEM/F12 contendo 1% de SFB com 5 mM de azida durante 3 h. (A) NFkB e (B) p38 MAPK . Os dados representam as médias + E.P.M. de
guatro experimentos independentes realizados em triplicata. Diferencas entre os grupos foram analisados estatisticamente usando ANOVA de duas
vias, seguido pelo teste de Tukey. Valores de P <0,05 foram considerados significativos. a indica diferenca em relacdo as condicOes
basais. b diferencas em relacao as culturas de AD.

Nossos resultados demonstram que o envelhecimento cerebral acarreta
maior suscetibilidade das celulas ao dano mitocondrial e evidencia a
importancia da cultura de astrocitos provenientes de animais maduros para
estudos relacionados ao envelhecimento cerebral.

B Captacio de glutamato;

m) Atividade de glutamina sintetase (GS);
m=) Contelido de glutationa;
=) Niveis de p65 NFKB;

=) Niveis de p38 MAPK;
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