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• Os astrócitos são células altamente dinâmicas que mantêm a homeostase do sistema nervoso central, bem como, regulam sistemas de neurotransmissores e atuam no processamento das informações

sinápticas, do metabolismo energético, das defesas antioxidantes e da resposta inflamatória.

• Baseado nisso, o cultivo dessas células vêm sendo amplamente utilizado para estudos referentes à resposta inflamatória, ao estresse oxidativo, ao sistema glutamatérgico, ao metabolismo energético e

à senescência.

• Manter o microambiente celular asséptico é fundamental para que possamos entender a funcionalidade astrocitária in vitro sem inferência de microrganismos, para isso comumente é realizada a adição

de antimicrobianos aos meios de cultivos.

• A partir disso, percebemos que existe uma carência de protocolos padronizados na literatura acerca das classes e concentrações desses fármacos.

Avaliar alterações em parâmetros glutamatérgicos, oxidativos e inflamatórios em culturas de astrócitos frente aos antimicrobianos gentamicina e penicilina/estreptomicina adicionados ao meio de cultivo

em diferentes concentrações.

Antimicrobianos alteram parâmetros glutamatérgicos, oxidativos e 

inflamatórios em culturas primárias de astrócitos

Retirada dos córtices

de ratos Wistar

neonatos

HBSS Centrifugação
7 minutos

Meio de cultura utilizado:

DMEM/F12 com 10% 

SFB até a confluência.

As células foram cultivadas 

em incubadora umidificada 

a 37ºC numa atmosfera 

contendo 5% CO2.

Nossos resultados sugerem, portanto, que a adição desses fármacos ao meio de cultivo interfere na funcionalidade astrocitária. Logo, o uso não padronizado desses antimicrobianos pode explicar as discrepâncias entre

experimentos realizados por diferentes grupos de pesquisas.

Após a confluência, as 

culturas foram utilizadas 

para realizar os seguintes 

experimentos.

As células foram 

contadas na câmara de 

Neubauer e plaqueadas. 

Dissociação 

mecânica

• Morfologia celular e o citoesqueleto de actina;

• Captação de glutamato;

• Western Blotting para: GFAP, GLT-1, GLAST, GLUT1, GS;

• Atividade da glutamina sintetase (GS);

• Captação de glicose;

• Conteúdo de glutationa;

• Atividade da superóxido dismutase (SOD);

• Níveis das interleucinas (IL): IL-1β, IL-6, IL-10;

• Níveis de fator de necrose tumoral alfa 

(TNF-α);

Fig. 2 Aumento da concentração de antimicrobiano induziu o aumento da captação de glutamato. (A) Captação de glutamato. Quantificação de (B) GLT-1 e (C)

GLAST (n=6) em astrócitos cultivados com gentamicina. Os dados são expressos como a média + E.P.M. e representam as porcentagens relativas à concentração de

0,025 mg/ml (adotada como controle). Os dados foram gerados em quatro experimentos independentes e analisados estatisticamente usando ANOVA de uma via

seguido do pós-teste de Tukey. Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos. a Indica diferenças a partir da concentração mais baixa do antimicrobiano; b

Indica diferenças com a concentração intermediária do antimicrobiano.

Fig. 4. Efeito do antimicrobiano gentamicina sobre atividade e expressão de GS

em culturas primárias de astrócitos. (A) Atividade de GS e (B) expressão de GS

(n=6). Os dados são expressos como a média + E.P.M. e representam as

porcentagens relativas à concentração de 0,025 mg/ml (adotada como controle).

Os dados foram gerados em dois experimentos independentes e analisados

estatisticamente usando ANOVA de uma via seguido do pós-teste de Tukey. Os

valores de p < 0,05 foram considerados significativos. a Indica diferenças a partir

da concentração mais baixa do antimicrobiano; b Indica diferenças com a

concentração intermediária do antimicrobiano.

Fig. 5. Alteração no sistema de defesa antioxidante nas células astrocitárias

cultivadas com gentamicina. (A) níveis de GSH e (B) atividade da SOD

(n=7). Os dados foram analisados estatisticamente usando ANOVA de uma

via seguido do pós-teste de Tukey. Os valores de p < 0,05 foram

considerados significativos. a Indica diferenças a partir da concentração

mais baixa do antimicrobiano; b Indica diferenças com a concentração

intermediária do antimicrobiano.

Fig. 6 Mudanças na resposta inflamatória de astrócitos expostos a gentamicina. (A)

TNF-α, (B) IL-1β, (C) IL-6 e (D) níveis de IL-10 (n=7). Os dados foram analisados

estatisticamente usando ANOVA de uma via seguido do pós-teste de Tukey. Os valores

de p < 0,05 foram considerados significativos. a Indica diferenças a partir da

concentração mais baixa do antimicrobiano; b Indica diferenças com a concentração

intermediária do antimicrobiano.

Gentamicina Penicilina/Estreptomicina

Fig 1. Avaliação das proteínas de citoesqueleto de astrócitos cultivados com

penicilina/estreptomicina. (A) Imunocitoquímica para GFAP e actina em diferentes

concentrações de gentamicina; (B) expressão de GFAP (n = 6). O gráfico de

barras corresponde à média + E.P.M e representa as porcentagens relativas à

concentração de 20 U/ml/0,02 mg/ml (adotada como controle). Os dados foram

gerados em dois experimentos independentes e analisados estatisticamente

usando ANOVA de uma via seguido do pós-teste de Tukey.

Fig. 2 Aumento da concentração de antimicrobiano induziu o aumento da captação de glutamato. (A) Captação de glutamato. Quantificação de (B) GLT-1 e (C)

GLAST (n=6) em astrócitos cultivados com penicilina/estreptomicina. Os dados são expressos como a média + E.P.M. e representam as porcentagens relativas à

concentração de 20 U/ml/0,02 mg/ml (adotada como controle). Os dados foram gerados em quatro experimentos independentes e analisados estatisticamente

usando ANOVA de uma via seguido do pós-teste de Tukey. Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos. a Indica diferenças a partir da concentração

mais baixa do antimicrobiano; b Indica diferenças com a concentração intermediária do antimicrobiano.

Fig. 3 Alterações na captação de glicose e na expressão do transportador GLUT1

em astrócitos cultivados com penicilina/estreptomicina. (A) Captação de glicose e

(B) expressão de GLUT1 (n=6). Os dados são expressos como a média + E.P.M.

e representa as porcentagens relativas à concentração de 20 U/ml/0,02 mg/ml(

adotada como controle). Os dados foram gerados em dois experimentos

independentes e analisados estatisticamente usando ANOVA de uma via seguido

do pós-teste de Tukey. Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos. a

Indica diferenças a partir da concentração mais baixa do antimicrobiano; b Indica

diferenças com a concentração intermediária do antimicrobiano.

Fig. 5. Alteração no sistema de defesa antioxidante nas células astrocitárias

cultivadas com penicilina/estreptomicina. (A) níveis de GSH e (B) atividade da

SOD (n=7). Os dados foram analisados estatisticamente usando ANOVA de

uma via seguido do pós-teste de Tukey. Os valores de p < 0,05 foram

considerados significativos. a Indica diferenças a partir da concentração mais

baixa do antimicrobiano; b Indica diferenças com a concentração intermediária

do antimicrobiano.

Fig. 4. Efeito do antimicrobiano penicilina/estreptomicina sobre atividade e

expressão de GS em culturas primárias de astrócitos. (A) Atividade de GS e (B)

expressão de GS (n=6). Os dados são expressos como a média + E.P.M. e

representam as porcentagens relativas à concentração de 20 U/ml/0,02 mg/ml

(adotada como controle). Os dados foram gerados em dois experimentos

independentes e analisados estatisticamente usando ANOVA de uma via seguido do

pós-teste de Tukey. Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos. a

Indica diferenças a partir da concentração mais baixa do antimicrobiano; b Indica

diferenças com a concentração intermediária do antimicrobiano.

Fig. 6 Mudanças na resposta inflamatória de astrócitos expostos a penicilina/estreptomicina.

(A) TNF-α, (B) IL-1β, (C) IL-6 e (D) níveis de IL-10 (n=7). Os dados foram analisados

estatisticamente usando ANOVA de uma via seguido do pós-teste de Tukey. Os valores de p

< 0,05 foram considerados significativos. a Indica diferenças a partir da concentração mais

baixa do antimicrobiano; b Indica diferenças com a concentração intermediária do

antimicrobiano.

B

Introdução

Objetivos

Fig 1. Avaliação das proteínas de citoesqueleto de astrócitos cultivados com

gentamicina. (A) Imunocitoquímica para GFAP e actina em diferentes

concentrações de gentamicina, (B) expressão de GFAP (n=6). O gráfico de

barras corresponde à média + E.P.M e representa as porcentagens relativas

à concentração de 0,025 mg/ml (adotada como controle). Os dados foram

gerados em dois experimentos independentes e analisados estatisticamente

usando ANOVA de uma via seguido do pós-teste de Tukey.
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Fig. 3. Alterações na captação de glicose e na expressão do transportador GLUT1

em astrócitos cultivados com gentamicina. (A) Captação de glicose e (B)

expressão de GLUT1 (n=6). Os dados são expressos como a média + E.P.M. e

representa as porcentagens relativas à concentração de 0,025 mg/ml (adotada

como controle). Os dados foram gerados em dois experimentos independentes e

analisados estatisticamente usando ANOVA de uma via seguido do pós-teste de

Tukey. Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos. a Indica

diferenças a partir da concentração mais baixa do antimicrobiano; b Indica

diferenças com a concentração intermediária do antimicrobiano.

Resultados

Conclusão

Gentamicina (0,025 mg/ml)

ou

Penicilina (20 U/ml)/

Estreptomicina (0,02 mg/ml)

Gentamicina (0,05 mg/ml)

ou

Penicilina (100U/ml)/

Estreptomicina (0,1 mg/ml)

Gentamicina (0,1 mg/ml)

ou

Penicilina (200 U/ml)/

Estreptomicina (0,2 mg/ml)
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