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Efeito da exposicao de culturas de astrocitos ao metilglioxal,
fluorcitrato, LPS ou estreptozotocina sobre parametros astrocitarios

Joseana Souza, Marina Concli Leite

INTRODUCAO

O sistema nervoso central (SNC) é formado por neurdnios e glia, na qual os astrocitos se destacam como as
células mais numerosas, tendo fundamental importancia nha manutencdo da homeostase do SNC. Existem
duas proteinas intimamente relacionadas aos astrécitos que podem ser avaliadas no estudo de disfungdes
dessas células, a S100B e a proteina glial fibrilar acida (GFAP). A S100B é uma proteina ligante de calcio
produzida e secretada no SNC por astrocitos e que pode exercer tanto papel trofico quanto téxico, sendo
considerada uma marcadora de dano cerebral, e a GFAP, principal marcadora de astrocitos por constituir o
seu citoesqueleto. Diferentes condi¢cdes patologicas podem levar a essas disfuncdes astrocitarias, como o
diabetes mellitus tipo 2, condicao na qual ocorre um aumento das reac6es de glicacdo devido ao aumento das
concentracdes de glicose no SNC. Em estudos in vitro o metilglioxal (MG) € um composto comumente
utilizado para induzir essas reacdes. Da mesma forma, diversas patologias do SNC podem estar relacionadas
a um hipometabolismo de glicose, que pode ser induzido in vitro com o fluorocitrato (FC), composto capaz de
inibir o metabolismo de células gliais. A neuroinflamacédo, que tem o lipopolissacarideo (LPS), molécula
derivada da parede celular de bactérias gram-negativas, como um modelo de inducédo, também é um fator
comum as patologias do SNC. Alteracdes astrociticas também ja foram descritas na doenca de Alzheimer (DA)
ainda antes do aparecimento dos primeiros sintomas da doenca, e um dos principais modelos animais de
estudo da DA é o que usa a estreptozotocina (STZ) via ICV, composto que induz o desenvolvimento de
alteracbes patologicas caracteristicas desta doenca, incluindo alteracbes astrocitarias. Ja se sabe que a
exposicao ao MG, em fatias hipocampais, e ao LPS, em cultura de astrécitos, causam diminuicdo da secrecao
de S100B e aumento do conteudo de GFAP, porém pouco se sabe dos efeitos do FC e da STZ sobre essas
proteinas em astrocitos isolados. Por tanto o objetivo do presente trabalho foi avaliar os danos astrociticos
causados pelas exposicao de MG, FC, LPS e STZ em cultura de astrocitos. Projeto aprovado na Comissao de
Etica no Uso de Animais nimero 34855.

MATERIAL E METODOS

ELISA
Tratamento com MG (Contetdo e
o 5; 50; 500 uM secrecdo de
Culturas de astrocitos S100B, contetdo
primarios (DMEM 10% soro de GFAP)
fetal bovino, a 37°C e 5%
Coz) Tratamento com FC
1; 10; 100 pM
24 h
~ ‘ Tratamento com LPS
Incubacédo em DMEM 0.1: 1: 10 pg/mL
sem Soro .
Viabilidade
celular
Tratamento com STZ (MTT, VN, IP,
2,5; 25: 250 pM LDH)
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Figura 1: O conteudo de S100B foi dosado por ELISA apds a exposicao por 24h a (A) MG 5; 50; 500 uM, (B)
FC 1; 10; 100 uM, (C) LPS 0,1; 1; 10 pg/mL ou (D) STZ MG 2,5; 25; 250 um. A avaliacao estatistica foi realizada
por ANOVA de 1 via, seguido de pés-teste de Duncan, considerando p<0.05.
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Figura 2: Secrecdo de S100B foi dosado por ELISA apds a exposicédo por 24h a (A) MG 5; 50; 500 uM, (B) FC
1; 10; 100 uM, (C) LPS 0,1; 1; 10 pg/mL ou (D) STZ MG 2,5; 25; 250 um. A avaliacao estatistica foi realizada por
ANOVA de 1 via, seguido de pos-teste de Duncan, considerando p<0.05
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Figura 3: O conteudo de GFAP foi dosado por ELISA apds a exposicéo por 24h a (A) MG 5; 50; 500 uM, (B) FC
1; 10; 100 uM, (C) LPS 0,1; 1; 10 pg/mL ou (D) STZ MG 2,5; 25; 250 um. A avaliacao estatistica foi realizada por
ANOVA de 1 via, seguido de po6s-teste de Duncan, considerando p<0.05

Viabilidade Celular

Controle MG 500 uM FC100 uM LPS 10 pg/mL STZ 250 uM

MTT 102 +3,0 102,5+3,3 102,9+3,5 99,4+2,1 102,8+2,0
VN 102,7 +2,8 101,1+2,7 100,3+1,1 101,8+3,6 100,9 +4,0
IP 103,0+3,9 103,5+2,4 97,5+3,4 89,1+3,7 98,7 +2,2
LDH 104,2 +3,9 101,1+5,3 59,4+5,6 96,2 +4,5 97,1+4,7

Tabela 1: A viabilidade celular foi avaliada reducdo de MTT, incorporacdo de vermelho neutro (VN), iodeto de
propideo (IP) e atividade extracelular de LDH apds a exposicao por 24h a MG 500 uM, FC 100 pM,, LPS 10 pug/mL
ou STZ 250 uM. " Indica diferenca estatistica significativa em relacdo ao controle. A avaliacdo estatistica foi
realizada por ANOVA de 1 via, seguido de pos-teste de Dunnett, considerando p<0.05.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Todos os insultos testados foram capazes, em diferentes concentracdes, de diminuir a secrecdo da proteina S100B e aumentar o conteido de GFAP nas culturas de astrécitos. Isso mostra que esses diferentes tipos de insultos (glicante,
inflamatério e metabdlico) podem ter efeitos similares em astrocitos, ao menos no que se refere aos parametros avaliados. Entretanto, apenas a exposi¢cdo a STZ foi capaz de reduzir o contelddo intracelular de S100B. Mais estudos séo
necessarios para entender o papel desses insultos no desenvolvimento das doencas neurodegenerativas, avaliando outros parametros, como a captacao de glutamato e a atividade da glutamina sintetase, por exemplo. Entretanto, uma vez
gue os astrocitos parecem ter um importante papel no inicio dessas patologias, esses resultados preliminares indicam que os diferentes tipos de insultos podem ter mecanismos similares de dano, que podem, portanto, serem alvos de

estudo na tentativa de se descobrir novos marcadores e terapias para essas patologias.
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