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EFEITOS DO ACIDO QUINOLINICO SOBRE O CITOESQUELETO DE
NEURONIOS ESTRIATAIS EM CULTURA. ASPECTOS DE NEUROPROTEGCAO

As células gliais e os neur6nios estdo em constante sinalizacdo reciproca tanto em
condicOes fisiologicas quanto patoldgicas. Esta comunicacdo bi-direcional é mediada
por vias de sinalizacdo especificas entre os neurdnios e a glia. Os neurofilamentos (NF)
sdo um dos maiores componentes do citoesqueleto de neurbnios e sdo responsaveis pela
estabilizacdo do citoesqueleto neuronal e manutencdo do calibre axonal. Os NF sdo
regulados por fosforilagdo através de vias complexas de sinalizacdo celular. A
fosforilagdo aberrante das subunidades dos NF é uma caracteristica de varias doencas
neurodegenerativas, incluindo a doenca de Huntington (DH). O acido quinolinico
(QUIN), um agonista de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), € um agente
excitotoxico que vem sendo implicado na neurodegeneracdo e mimetiza a perda de
projecOes de neurdnios espinhais médios caracteristicos da DH. Varios estudos do nosso
grupo tém focado na importancia da excitoxicidade glutamatérgica na perda da
homeostase do citoesqueleto de células neurais. Por outro lado, estudos com celulas
isoladas podem fornecer significantes informagdes sobre os mecanismos moleculares
das acbes de metabdlitos sobre a dindmica do citoesquelto. Portanto, o objetivo deste
estudo foi utilizar culturas primarias para analisar os efeitos do QUIN sobre a
homeostase do citoesqueleto de neurnios estriatais de rato, bem como o efeito protetor
do meio condicionado de astrocitos primarios e da interacdo astrocito/neurdnio sobre
estas acdes. Focamos sobre a fosforilacdo das subunidades de NF (neurofilamento de
baixo -NFL, médio — NFM e alto- NFH peso molecular), viabilidade celular e
alteracdes morfologicas na presenca de QUIN. Neurbnios e/ou astrocitos estriatais
isolados foram incubados com concentragdes crescentes de QUIN (300 nmol-500 pM).
Apbs 24 horas, as células foram incubadas com o tracador radioativo *2P-ortofosfato de
sodio. A fracdo citoesquelética foi obtida, as proteinas fosforiladas foram analisadas por
SDS-PAGE e a radioatividade incorporada foi quantificada. A viabilidade celular foi
medida através de citometria de fluxo e a andlise morfolégica foi feita usando a técnica
de imunocitofluorescéncia utilizando anticorpos contra proteinas do citoesqueleto
neuronal e astrocitario. Os resultados mostraram que os neurdnios expostos 10 pM
QUIN apresentaram hiperfosforilagdo das subunidades dos neurofilamentos (NFL,
NFM e NFH). Células imunocoradas para os marcadores neuronais [-tubulina 11l e a
proteina associada aos microtlbulos 2 (MAP2) mostraram alteragdo nas razoes
neurito/neurdnio e comprimento de neuritos. A hiperfosforilacdo dos NF e as alteracdes
morfoldgicas foram evitadas pelo meio condicionado dos astrécitos tratados com QUIN.
Astrécitos e neurbnios co-cultivados protegeram-se mutuamente contra 0s danos
causados pelo QUIN. As células co-cultivadas preservaram a organizacdo do
citoesqueleto e a morfologia das projecdes celulares, bem como, tiveram a atividade do
sistema fosforilante associado ao citoesqueleto inalterada. Nossos resultados mostraram
que o rompimento do citoesqueleto é uma das mais importantes conseqiéncias da
toxicidade do QUIN em neurbnios estriatais em cultura e fatores sollveis secretados
pelos astrocitos, bem como a interagcdo astrocito-neurbnio sdo importantes na
neuroprotecdo. Os resultados mostrados neste trabalho podem ser uma importante
contribuicdo para a compreensdo da neurotoxicidade do QUIN.
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