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Introdugao Materiais e métodos
A excitotoxicidade — processo chave para a fisiopatologia de doengas como isquemia cerebral, Fatias de hipocampo (300 um) de camundongos adultos foram pré-incubadas a 4 °C em tamp3o
Parkinson e Alzheimer — é resultado de concentracdes exacerbadas do neurotransmissor Dubbecco com glicose (5 mM) por 30 min e em seguida incubadas com diferentes
glutamato (Glu). Um importante mecanismo de protecao contra esse dano é a captacao do Glu concentracoes de Glu e Guo em um banho metabdlico com agitacdo constante, a 37°C.
efetuada pelos astrocitos, ora direcionando-o para o ciclo do acido citrico, ora transaminando- Primeiramente, analisamos as concentragao de Glu e Guo que mais promoviam a utilizagao de
o em glutamina. A guanosina (Guo), componente do sistema purinérgico, possui efeitos glutamato como substrato energético, sem que houvesse dano em parametros mitocondriais
neuroprotetores em doencas excitotoxicas; entretanto, seus mecanismos n3o est3o (massa mitocondrial e potencial de membrana — medidos por citometria de fluxo) e de
completamente elucidados. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar, em condices de viabilidade (por MTT). Para estas concentracoes, analisamos a captacao de glutamato marcado
excitotoxicidade, o estresse oxidativo, a captacao e a oxidacao de Glu e avaliar os efeitos da radloatlvamente em 30, 60 e 30 min, bem como pfarametros de estresse oxidativo. Os dados
@o sobre esses parametros. / Qram analisados usando-se ANOVA de uma via seguida de teste de Tuckey. /

4 N

RESUItadOS Figura 1. (A) Curva de concentracdo de Glu — estabelecimento da
concentracao excitotoxica a ser empregada: quanto maior a sua
A B Guanosine Curve response C ~ . . , . ~ i
0 - 90min (30 - 60min) 0 «  concentracao em meio extracelular, maior € a taxa de oxidagao de Glu;
= 10 c B) Curva de concentracao de Guo: estabelecimento da dose de Guo a
O c 6 Fede e o *k Q <
- T T o= — - v ek - .
© g = E382 s "2 15 A ser utilizada nesse estudo. Foi observado que com 100 pM de Guo, a
.-9 T Z g T @ T T 0
x o oy— T :: —— — ; : - ~ » . . ~ -
Segp ° Seg 6 X 0% oxidacdo de Glu estava otimizada; (C) Oxidacdo de Glu e efeito da Guo
g £ Kk @ E S 0 © g)
QL ~ .y
8 c - 3 c E - - A . ~ .
®SE ES5E 4 sz 10 sobre esse parametro — aumento da oxidacao de Glu aos 60 min e 90
Sow 2 £ S © = ¢
& s 3 - "g qu pl P i
"5' EF & - o g g\‘ = 1000uM GLUT min.
o — I / SEX 9 T 1000uM GLUT + 100pM GUO . N
© 0 = s s T o= g s O resultado representa a média + erro padrdo (EP). **P<0,01;
— e} i ;
- - >
0 10 100 300 1000 2 2 2 ***P<(0,001.
! ' =) S S 30 60 90
Glutamate (M) “ = & :
L ! min
+
1000 yM Glutamate
A 0 - S0rmir B _ C 0 - 90min _ . . " : .
200 - 0 - H0min - Figura 2. Curvas de concentracédo de Glu e avaliacao de parametros mitocondriais:
un (u k] .
E 150 S ] T 44 (A) Massa mitocondrial; (B) Potencial de membrana mitocondrial; e (C) Viabilidade
=5 E = 120 = . . . R
B £ 2% 2 — S - celular medida por coloracao de MTT. N&o houve alteracao significativa em nenhum
TS 1m0 SES S
S 5 £E2 Sz dos parametros estudados.
8 s s S
g £ o
£
0 0.0
% %
I 10 100 300 1000 I 10 100 300 1000 0 o 100 300 1000
Glutamate (M) Glutamate {p M) Glutamate (M)
Figura 3. Captacao de Glu em
n c fatias de hipocampo apos
. a0 - BOmin
0-30 + C o~
A min oo D mmm 1 000ph GLUT 1000ph GLUT + 100ph GLIO exposn_;ao a GlU (1000 HM) e Guo
10000 ' 10000 .
= 10000 75000 (100 uM) em diferentes tempos:
adod a0 I *%
L _ @ 50004 A) Entre 0 e 30min, a Guo
= = 000 E = BO00 E = E _ 20000 - ( )
b= ot R EO00 = = - _
o 2e £ T aumenta a captacao de Glu;
=2 & 4000 = 4000 = B £ T
2 ge 2t 55 B) Entre 30 € 60 mi
E'-l L]
EE 2000 EE 2000 E = 2000 o = (B) Entre e min;
- o iy o - .
£3 « 5 E Es 20 g M (C) Entre 60 e 90 min;
_— — 3 E =
L B = = (= :
10 10 O 10 = 5000 - (D) Efeito da Guo sobre a
= =
O ~
0 0 0 : . captacaode Glu.
a0 G0 0 , -
Butamate (1000.M) . . Glkamate (1000 M) - - + + Gtz rmate (1000 M) i ; + + min O resultado representa a media +
3 = H - -
Gusncsin (00 ) . ] . Grnosine (100 pM - + - + Guarosine [ 100pM) - + - + EP. ***P<(0,001.
Figura 4. Parametros de estresse oxidativo em fatias de hipocampo
A I 1o B min B C 0 - 30 min 0- 60 rain apos exposicdo a Glu (1000 pM) e Guo (100 puM): (A) A Guo
0 - 30 min 0 - B0 min
50000 -« - 10 previne 0 aumento de Espécies Reativas de Oxigénio provocado
N @ e ]
= w gz B elo Glu em ambos os tempos estudados; (B) A Guo previne o
= 125000 8T - £
= == = | — . . . :
oo 10000 = ge 0 SZ aumento da atividade enzima Superoxido Dismutase provocado
= O = w =
= = . ~ . :
Oz #3000 LS T 0 4 elo Glu entre 0 e 60 min; (C) Nao foi observado diferenca
o =0 20 T 2
1 50000 o) Ti= , . .. i i .
= i 0= estatistica na atividade da Glutationa peroxidase nos diferentes
= a= 1 2
E 25000 3
o tempos.
. ' - - 0 - 1 -y —_
G lutamate (1000pM) - - + + - - + + Glutamate (1000 M) - - + + ] ] + + Glutamate (1000 ,M) - - + + i _ + +
O resultado representa a média + EP. *P<0,05; *P<0,01.

Q‘musine {100.M) - + - + - + - + Guanosine (100.M) - + - + - + - + Guanosine (100 M) - + : + ; + ; + j

4 - N( L. . N
Conclusao Apoio financeiro

A Guo possui um grande potencial terapéutico para as doencas excitotoxicas, pois além de
promover um clearance astrocitario do Glu — aumentando sua captacao e oxidacao —, ela tem 4@1 CNP \ \
impacto positivo no metabolismo das espécies reativas de oxigénio. Entretanto, mais estudos q Inct

sa0 necessarios para elucidar as vias envolvidas nessas altera¢des. CUOIE Missmier o Dasusaiist it F A P E R GS
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