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INTRODUCAO METODOS

O acido quinolinicoo (QUIN) é um agonista de receptores N-metil-D- QUIN (100 pM)
aspartato (NMDA) que esta envolvido em diversas doencas neurodegenerativas, e/ou KYNA (100 uM)
em especial a doenca de Huntington (DH). O aumento de suas concentracoes
pode gerar excitotoxicidade. O acido quinurénico (KYNA), por sua vez, exerce
efeltos neuroprotetores por ser um antagonista NMDA e de outros receptores
glutamatérgicos ionotropicos. O citoesqueleto é responsavel pela integridade _
celular, alteracdes morfologicas e transducdo de sinais moleculares, sendo que CULTURA PRIMARIA ASSFS&)CC%'T—I)U;QSE%F;OANI\;?S/TA
as protAel_nas do u_toe_squeleto tem umNpape_I c;hgve na mtera(;ao_entre astrocitos |NEURONIO E ASTROCITOS NEURGBNIO/ASTROCITOMICROGL A
e neuronios, contribuindo para as fungoes sinapticas e o metabolismo neuronal.

Portanto, o objetivo do estudo fol Investigar os efeitos do QUIN sobre a \ )
morfologia de astrocitos, neuronios e microglia estriatais em cultura primaria, |
bem como o efeito neuroprotetor do KYNA e da Interacao MORFOLOGIA — Imunocitofluorescéncia
astrocito/neurdénio/microglia sobre estas acoes. Analise morfometrica
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Fig 1. Efeito do tratamento com QUIN e/ou KYNA sobre a morfologia em cultura de Fig 3. Efeito do tratamento com QUIN e/ou KYNA sobre a morfologia em co-cultura de astrocitos e neurdnios. As células
astrocitos. As células foram tratadas com 100 pM de QUIN e/ou KYNA por 24 horas. A morfologia foi foram tratadas com 100 uM de QUIN e/ou KYNA por 24 horas e a morfologia foi analisada através da marcacdo com anticorpo anti-GFAP e anti-$ Ill-tub
analisada através da marcacdo com anticorpo anti-actina e anti-GFAP para marcacdo de astrocitos. Os para marcacao de astrocitos e neurdnios, respectivamente. Os resultados de imunofluorescéncia mostram que o tratamento com QUIN nédo alterou a a
resultados de imunofluorescéncia mostram a alteragdo morfoldgica de astrécitos e a reverséo dos efeitos morfologia de astrocitos e neurdnios em co-cultura (A). Os resultados morfométricos mostram que nao houve alteracdo razdo neurito/neurdnio (B), do
pelo KYNA (A). Os resultados morfométricos mostram alteracdo da area citoplasmatica (B) e da raz&o comprimento de neuritos (C), da area citoplasmatica (D) e da razao citoplasma/nucleo (E) pelo QUIN.
citoplasma/nucleo (C) pelo QUIN com reversdo parcial do KYNA. Os dados foram analisados
estatisticamente por ANOVA de uma via seguida de teste Tukay-kramer. *p<0.05, **p<0.01 e **p<0.001
comparado com o controle e ###p<0.001 comparado com o grupo QUIN. A C
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Fig 4. Efeito do tratamento com QUIN e/ou KYNA sobre a F G
morfologia em cultura mista de astrocitos, neurénios e microglia. s * m
B C As células foram tratadas com 100 puM de QUIN e/ou KYNA por 24 horas e a gg” :";15 Sy
morfologia foi analisada através da marcacdo com antico[po anti-GFAP e anti-f Ill- “3” T uf 101 T LN
tub para marcacdo de astrécitos e neurdnios, e antilba-1 para marcacdo de £3w 83 & J_ E
s microglia. Os resultados de imunofluorescéncia mostram que o tratamento com 22 ol== .
2 q50] — - N [ Control QUIN alterou a a morfologia de astrocitos e neurdnios em cultura mista, e o KYNA foi
5 : T i E %mm capaz de reverter essas alteracdes (A). Os resultados morfométricos mostram que
2 § 100 §3 T Bl QUIN+KYNA 25 uM houve alteracdo razao neurito/neurdnio, com reversao total pelo KYNA (B), do
c L = £ 2 comprimento de neuritos (C), da area citoplasmatica (D) e da razéao
z 50- 3 T . , , , : . ~ .
Z 1 T citoplasma/nucleo (E) pelo QUIN. O numero de c_el_ulas_mlcrogllals por campo nao foi
0 — 0 , alterado (F), porem o numero de ceélulas microgliais ativadas por campo foi alterada
_ _ _ pelo QUIN, com reversao pelo KYNA (G). Os dados foram analisados
Fig 2. Efeito do tratamento com QUIN e/ou KYNA sobre a morfologia em cultura de estatisticamente por ANOVA de uma via seguida de teste Tukay-kramer. **p<0.001
neuronios. As células foram tratadas com 100 uM de QUIN e/ou KYNA por 24 horas. A morfologia foi comparado com o controle e #P<0.05, ##P<0.01 e ###p<0.001 comparado com o
analisada através da marcacao com anticorpo anti-p Illl-tub e anti-MAP2 para marcacédo de neurénios. Os grupo QUIN.

resultados de imunofluorescéncia mostram a alteracdo morfologica de neurdnios e a reversao dos efeitos
pelo KYNA (A). Os resultados morfométricos mostram alteracao do comprimento dos neuritos (B) e do
numero de neuritos por neurdnio (C) pelo QUIN com reversao total do KYNA. Os dados foram analisados

e« om0t compraso s o o, - v oot ompaseemo - CONCLUSOES
A morfologia de astrocitos e neuronios foi drasticamente alterada pelo tratamento com QUIN. Astrocitos e neuronios cocultivados protegeram-se
mutuamente contra os danos causados pelo QUIN. No entanto, na presenca da microglia nao fol observada essa protecao, comprovando o papel desse tipo
celular nos efeitos deletérios desencadeados pelo metabdlito. O KYNA foi capaz de reverter os efeitos causados pelo QUIN sobre a morfologia celular tanto
nas culturas isoladas guanto na cultura mista. O rompimento do citoesqueleto € uma das mais importantes consequéncias da toxicidade do QUIN em
neuronios e astrocitos estriatais em cultura, e a interacao astrocito-neuronio € importante na neuroprotecao. Alem disso, mostramos que a microglia tem um

papel crucial nos efeitos desencadeados pelo QUIN, sendo que o KYNA fol capaz de proteger as culturas celulares dos efeitos desencadeados pelo

metabolito. Os resultados mostrados neste trabalho podem ser uma importante contribuicao para a compreensao da neurotoxicidade do QUIN nas doencas
neurodegenerativas. Apoio financeiro: CNPq - CAPES - PROPESQ - FAPERGS



