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Alteracdes no metabolismo glutamatérgico e na sinalizacao redox em cultura de
astrécitos hipotalamicos provenientes de ratos Wistar de diferentes idades
Ricardo Haack Amaral Roppa!, André Quincozes dos Santos?
1Departamento de Bioquimica, UFRGS, Rio Grande do Sul, Brasil

O envelhecimento € um processo natural, relacionado com a diminuigdo gradual de funcGes
fisioldgicas, inclusive fungdes cerebrais. O hipotalamo é responsavel por receber e integrar
diferentes sinais periféricos, a fim de manter o bom funcionamento do organismo, sendo uma
estrutura crucial no processo de envelhecimento. Ja os astrocitos séo células que possuem um
papel fundamental na manutencéo do metabolismo cerebral, uma vez que suas proje¢des estdo
em contato tanto com 0s vasos sanguineos, como com 0s neurdnios. Tal posicdo permite que
os astrocitos modulem funcgdes relacionadas ao metabolismo glutamatérgico, assim como o
estado redox, sendo que alteracGes nestes parametros estdo relacionadas com o processo de
envelhecimento. Assim, com o0 aumento da expectativa de vida da populagédo, se torna
indispensavel entender as diferencas entre o envelhecimento saudavel/fisioldgico e processos
patoldgicos. Portanto, neste estudo, utilizamos a cultura de astrécitos hipotalamicos de ratos
Wistar de diferentes idades a fim de avaliar possiveis alteracbes ocasionadas pelo
envelhecimento no metabolismo glutamatérgico e na defesa antioxidante e na sinalizagéo
redox associada a tais eventos. Para a obtencdo das culturas, o hipotdlamo de ratos neonatos
(1-2 dias), adultos (90 dias) eenvelhecidos (180 dias) foi dissecado e dissociado enzimatica e
mecanicamente. As células foram cultivadas em DMEM/F12 com 10% de soro fetal bovino
(SFB) nas duas primeiras semanas e DMEM/F12 com 20% SFB até atingirem a confluéncia
(aproximadamente 28 dias), em atmosfera com 5% de CO; a 37°C, quando entdo 0s
experimentos foram realizados. Foram avaliadas a expressdo dos transportadores de
glutamato GLAST (transportador glutamato-aspartato) e GLT-1 (transportador de glutamato
1) pela técnica de western blotting, a captacdo de glutamato, por ensaio radiativo e as
concentracdes extracelulares de glutamato e glutamina, através da técnica de cromatografia
liquida de alta eficiéncia. A atividade da glutamina sintetase (GS) e da enzima glutamato-
cisteina ligase (GCL) foram medidas através de ensaio colorimétrico, enquanto que 0s niveis
intracelulares de glutationa (GSH) foram analisados por ensaio fluorimétrico. Também foi
investigada, através da metodologia de RT-PCR, a participacdo das vias de sinalizacdo da
heme oxigenase 1 (HO-1) e do fator eritroide nuclear 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2) nas
possiveis alteracbes da resposta astrocitaria decorrentes da idade. Foi observado que as
culturas de neonatos captaram mais glutamato que as culturas de adultos e envelhecidos,
porém, os niveis de GLAST e de GLT-1 ndo tiveram sua expressdo alterada. Houve uma
diminuicdo da concentracdo de glutamato extracelular em culturas de neonatos, enquanto que
a concentracdo de glutamina encontrou-se diminuida nas culturas de adultos e envelhecidos.
Foi observado também uma diminuicdo na atividade da GS em astrdcitos adultos e
envelhecidos. No entanto, foi observada uma diminuicdo na atividade da GCL e nos niveis de
GSH apenas nas culturas de animais adultos, comparados aos animais neonatos, ocorrendo
uma recuperacdo destes parametros nos animais envelhecidos. Além disso, foi visto que
culturas de astrocitos adultos expressaram niveis mais baixos do RNAm de Nrf-2 e da HO-1
guando comparado a cultura de neonatos, porém houve uma recuperacdo destes niveis na
cultura dos animais envelhecidos. Nossos resultados indicam que os astrdcitos hipotalamicos
apresentam alteracbes na sua funcionalidade ocasionadas pelo envelhecimento. Essas
mudangas podem ser criticas para 0 seu funcionamento e podem estar relacionadas ao
surgimento de doencas neurometabolicas. Assim, este estudo demonstra que o protocolo de
cultura de astrocitos hipotalamicos utilizado apresenta-se como uma importante ferramenta
para elucidar o papel destas células gliais durante o desenvolvimento, indicando que as
mesmas podem ser potenciais alvos terapéuticos para o processo de envelhecimento, bem
como de outras doencgas neurometabdlicas.



