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RESUMO

Evidéncias recentes mostram que 0s astrocitos constituem elementos essenciais as respostas
adaptativas induzidas por desafios osmoticos. Em neurénios, a transducdo do sinal osmético é
mediada pela abertura ou fechamento de canais i6nicos, alguns deles expressos por astrdcitos,
tais como o transient receptor potential vanilloid type 1 (TRPV1), os stretch-innativated
channels (SIC) e canais de Ca’* tipo-L (LTCCs, sigla para L-type calcium channels). Assim, o
presente estudo pretendeu avaliar, em presenca de hiperosmolalidade e do blogqueio seletivo
de canais idnicos, a viabilidade celular, a morfologia dos astrocitos (por meio da expressao da
proteina acida glial fibrilar — GFAP) e a captacdo de aspartato triciado. Para tanto, as células
foram incubadas em condi¢des basais (DMEM Base: ~300 mOsm/Kg H,0, 109 mM de NaCl)
e em condi¢des de aumento das concentracfes extracelulares de sédio (DMEM Hipertdnico:
~360 mOsm/Kg H,0, 132 mM de NaCl), na presenca de blogueadores especificos para os
canais i6nios listados acima (Verapamil, 10 uM, bloqueador LTCC; Capsazepina, 30 puM,
antagonista TRPV1; Gadolinio, 100 uM, bloqueador SIC). Interessantemente, somente o
tratamento com Capsazepina teve efeito sobre a viabilidade celular, diminuindo a morte de
astrocitos. A incubacdo com DMEM hipert6nico reduziu significativamente a expressao de
GFAP em astrdcitos hipotalamicos, bem como a captacdo de aspartato triciado. Um efeito
similar de reducdo da expressdo da GFAP foi observado nas condi¢Ges basais em resposta a
incubacdo com Verapamil. Contudo, a incubacdo com Verapamil ndo alterou a resposta de
captacdo de aspartato, seja em condicGes basais ou hipertdnicas. A incubacdo com
Capsazepina, por sua vez, reverteu a resposta induzida pelo DMEM hipertdnico sobre a
expressdo de GFAP, sem interferir na captacdo de aspartato. E, finalmente, o bloqueio dos
canais SIC pela incubac¢do com Gadolinio, induziu uma resposta aberrante de aumento intenso
da expressdo de GFAP, apenas em presenca do meio hipertdnico. Portanto, concluimos que os
LTCCs desempenham um papel importante na expressdo de GFAP, preferencialmente em
condicdes basais ou ndo relacionadas ao estimulo osmético. Por outro lado, os canais TRPV1
e, principalmente, o SIC, parecem desempenhar papéis fundamentais nos rearranjos
estruturais observados nos astrocitos em resposta ao estimulo hiperténico. Contudo, os
LTCCs e os TRPV1 parecem ndao mediar as mudancas ocorridas no transporte de glutamato
em presenca de hiperomolalidade. Ja os SIC mostraram aumentar tal transporte.

Palavras-chave: Concentracdo Osmolar, Astrocitos, Canais 16nicos, Proteina Glial Fibrilar

Acida, Acido Glutamico, Canais de Célcio Tipo L.



ABSTRACT

Recent evidence shows that astrocytes are essential elements to the adaptive responses
induced by osmotic challenges. In neurons, the osmotic signal transduction is mediated by the
opening or closing of ion channels, some of which are also expressed by astrocytes, such as
transient potential receptor vanilloid type 1 (TRPV1), stretch-innativated channels (SIC) and
L-type calcium channels (LTCCs). Thus, the present study aimed to evaluate cell viability,
astrocyte morphology (through the expression of the Glial Fibrillary Acidic Protein - GFAP)
and the uptake of tritiated aspartate in the presence of hyperosmolality and selective ion
channel blockers. The cells were incubated under basal conditions (DMEM Base: ~ 300
mOsm / kg H,O, 109 mM NacCl) and under conditions of increased extracellular sodium
concentrations (Hypertonic DMEM: ~ 360 mOsm / kg H,0, 132 mM NacCl) in the presence of
specific ion channel blockers (Verapamil, 10 uM, LTCC blocker; Capsazepine, 30 uM,
TRPV1 antagonist; Gadolinium, 100 uM, SIC blocker). Interestingly, only Capsazepine
showed a significant effect on cellular viability, decreasing astrocytes death rate. Incubation
with hypertonic DMEM significantly reduced GFAP expression in hypothalamic astrocytes,
as well as the uptake of tritiated aspartate. A similar effect of reduced GFAP expression was
observed under basal conditions in response to incubation with Verapamil. However,
incubation with Verapamil did not alter aspartate uptake, either under basal or hypertonic
conditions. Incubation with Capsazepine, in turn, reversed the response induced by hypertonic
DMEM on GFAP expression, without interfering with aspartate uptake. And, finally,
blocking the SIC channels by incubation with Gadolinium, induced an aberrant response of
increased GFAP expression, only in the presence of the hypertonic medium. Thus, we have
concluded that LTCCs play an important role in GFAP expression, preferably under basal
conditions or those unrelated to osmotic stimulation. On the other hand, TRPV1 channels, and
especially SIC, seem to play fundamental roles in the structural rearrangements observed in
astrocytes in response to the hypertonic stimulus. LTCCs and TRPV1, in turn, do not appear
to mediate changes in glutamate transport in the presence of hypertonicity. The SICs have
shown to increase such transport.

Keywords: Osmolar Concentration, Astrocytes, lon Channels, Glial Fibrillary Acidic Protein,

Glutamic Acid, Calcium Channels L-Type.
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1 INTRODUCAO

A sobrevivéncia do organismo depende, fundamentalmente, da regulacdo precisa do
volume dos fluidos corporais e da osmolalidade. Nos fluidos orgénicos, a osmolalidade é
determinada majoritariamente pela concentracdo de cloreto de sddio (NaCl), o constituinte
mais abundante do compartimento extracelular (liquido extracelular, LEC). Nos vertebrados,
a osmolalidade do LEC é mantida pelo balango entre o ganho e a perda de agua e NaCl: o
ganho se da pela ingestdo direta ou juntamente com alimentos, enquanto que a principal forma
de perda se da pela excrecdo urinaria, uma vez que, em condicdes fisioldgicas, as perdas
insensiveis via transpiracdo, umidificacdo do ar inspirado e por via fecal s@o praticamente

despreziveis (Figura 1).

Breathing ——.
Water loss

Eating and drinking —«—

Sweatin
Water and Sodium acquisition 9

Water and Sodium |oss

Feces
Water and Sodium |oss

Urinary Flow
Water and Sodium loss

Figura 1 - Principais vias corporais de ganho e perda de 4gua e NaCl.
Fonte: RUGINSK et al., 2015.
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Assim, uma elevacdo da osmolalidade do LEC desencadeia a desidratagdo celular e
leva ao desenvolvimento do comportamento homeostatico de sede, definido como a
necessidade ou desejo de beber &gua (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2004). O aumento da
osmolalidade também ativa sensores especificos, promovendo a liberacdo de Arginina
Vasopressina (AVP), um neuro-hormdnio que poupa adgua em nivel renal (VERNEY, 1947).
Andersson (1953), considerado o pioneiro nos estudos envolvendo o0s chamados
osmorreceptores, acreditava que este tipo de sensor fosse, na verdade, um canal de sddio
(Na"), localizado perifericamente no trato gastrointestinal e, centralmente, em regides da
chamada lamina terminal, areas desprovidas de barreira hematoencefélica. Estes sensores
estariam envolvidos no controle apetitivo de Na*, assim como no controle da excre¢do deste
jon em resposta as mudancas em suas concentracdes no LEC.

Acreditava-se, a época, que 0s neurbnios seriam as principais células responsaveis por
detectar centralmente as alteraces na osmolalidade do LEC. De fato, a presenca de neurénios
osmossensiveis foi detectada em algumas regides do sistema nervoso central (SNC) que
possuem a barreira hematoencefalica mais permissiva, como é o caso do 6rgdo vasculoso da
lamina terminal (OVLT), tendo sido confirmada a presenca de sodio-receptores do tipo Na(x)
em neurdnios desta regido (ANTUNES-RODRIGUES et al., 2004). Mais recentemente, foi
também demonstrado que neurénios presentes nesta regido transduzem a hipertonicidade via
ativacdo de canais seletivos para cations, chamados canais transient receptor potential
vanilloid 1 (TRPV1) (CIURA; BOURQUE, 2006; CIURA; LIEDTKE; BOURQUE, 2011).

Além disso, estudos desenvolvidos por Noda (2007) mostraram que células gliais
isoladas do orgdo subfornical (SFO), uma regido também desprovida de barreira
hematoencefalica, sdo sensiveis a concentragdes aumentadas de sddio. Além disso, esse autor
observou que sensores do tipo Na(x) estdo presentes em astrocitos do SFO. Também foi
demonstrado que a resposta neuronal a hipertonicidade do LEC ¢ abolida se os astrdcitos séo
inibidos, sugerindo que estas células participem ativamente da transducéo do sinal osmotico
(YUAN et al., 2010).

Diante de tais evidéncias, o presente estudo pretendeu avaliar o resultado do bloqueio
da acdo de canais i6nicos especificos sobre a transducdo do sinal osmotico em astrécitos

hipotalamicos isolados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Composicao do sistema nervoso central

O SNC é composto por dois grupos celulares: neurbnios e neuroglia, ou células da
glia. Os primeiros, mais conhecidos e estudados, sd&o suas unidades morfofuncionais
fundamentais, sendo os Unicos capazes de produzir sinais bioelétricos. O termo glia provém
do grego, e significa “cola”, fato que remete a estudos antigos que consideravam que essas
células tinham como Unica fungdo a agregacgédo e sustentacdo entre neurdnios. Atualmente,
estudos apontam para funcdes mais complexas e fundamentais destas celulas (ARAQUE;
NAVARRETE, 2010).

A neuroglia € um conjunto de celulas ndo neurais, os gliocitos, que, além da funcao
estrutural (sustentacdo mecanica), orientam o posicionamento dos neurénios recém-gerados,
controlam o metabolismo neuronal, assim como sua nutricdo e a transmissao sinaptica, além
de apresentarem fungdo imunitaria. Estas células trocam sinais com os neurénios, aceleram a
propagacao dos impulsos nervosos, regulam o fluxo sanguineo local em funcdo da atividade
neural (acdo hemodinamica), participam da selecdo de substancias que se movimentam entre
0 sangue e o tecido nervoso, e podem atuar como células-tronco em algumas regides, tanto na
fase de desenvolvimento como no individuo adulto. Uma funcéo dos glidcitos particularmente
relacionada ao presente estudo é a propriedade destas células de captar do LEC aminoéacidos
excitatorios, como o glutamato (ARAQUE; NAVARRETE, 2010).

Os gliocitos sdo tdo numerosos quanto 0s neurdnios, porém apresentam caracteristicas
morfologicas distintas. O corpo celular dos glibcitos € menor que dos neurbnios, seu nucleo
ocupa grande espaco, e ndo apresentam axbnios. Do seu corpo saem indmeros
prolongamentos gque se enovelam e se ramificam nas proximidades, que podem se conectar a
neurdnios, a outros gliécitos ou até mesmo a capilares sanguineos. Tais células também
podem influenciar diretamente a sinalizacdo quimica nas sinapses, alterando a area de
cobertura ao redor destas, isolando-as ou expondo-as aos constituintes do LEC. Dessa forma,
os glidcitos participam da regulacdo de nutrientes e da concentracao de ions. Vale lembrar que

os prolongamentos de certos gliécitos (células de Schwann) se enrolam em volta das fibras
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nervosas e formam a bainha de mielina fora do SNC (dentro o SNC, tal funcéo € feita por
celulas da glia chamadas oligodendrocitos). J& outros, possuem a funcdo de protecéo contra
agentes agressores, absorcao de partes dos neurdnios que sofrem degeneracao e preparo para a
regeneracdo de fibras nervosas em casos de lesdes, representando o sistema imunitéario
presente no sistema nervoso (ARAQUE; NAVARRETE, 2010).

A neuroglia é dividida em dois grupos celulares de acordo com as dimensfes dos
corpos celulares: macroglia e microglia, sendo o primeiro composto pelos oligodendrécitos,
NG2 (celulas recém-descobertas, com uma nomenclatura ainda ndo consolidada) e os
astrocitos, objetos do presente estudo. A macroglia tem origem embrionaria comum ao
neurbnio, ou neuroectodérmica. A microglia, por sua vez, é formada por um conjunto
homogéneo de células de origem mesodérmica, sendo representada pelos microgliécitos e
apresentando como funcgéo a resposta imunitaria (fagocitose e apresentacdo de antigenos). Os
oligodendrocitos tém fungdo de mielinizacdo durante o desenvolvimento, regeneracdo axonica
e propagacdo do impulso nervoso em alta velocidade. As células NG2 funcionam como
células-tronco durante o desenvolvimento e controlam o brotamento axdnico nos nodos de
Ranvier (LENT, 2002). Ja os astrocitos, apresentam um nimero maior de fungdes, conforme

demonstra a Quadro 1, apresentada a seguir.
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Quadro 1 — Funcg0es dos diferentes tipos celulares gliais

Tipo | Celular

Funces

Astroécitos

Macroglia

Oligodendrdcito

Célula NG2

Microglia Microglidcito

Célula de
Schwann

Glia Periférica

Hiperemia funcional (regulagdo neurodependente do fluxo
sanguineo local)
Formacdo e manutencéo da barreira hematoencefalica

Célula-tronco durante e ap6s o desenvolvimento
Orientacdo do crescimento axdnico durante o
desenvolvimento
Promog&o de sinaptogénese durante e ap6s o
desenvolvimento
Migracéo radial de neurdnio durante o desenvolvimento
Modulag&o da transmissdo sindptica (comunicagdo
glioneuronal bidirecional)

Recaptacéo de glutamato, protecdo antiexcitotoxica
Proliferagdo (gliose) reativa
Mobilizagdo de outros gliécitos durante inflamagao e/ou
trauma
Sincronizagdo neuronal via jun¢des comunicantes

Modulagéo da secre¢do de hormdnios pela neuro-hipdfise

Mieliniagdo durante o desenvolvimento
Propagacdo do impulso nervoso em alta velocidade

Regeneracdo ax6nica

Células-tronco durante o desenvolvimento

Controle do brotamento axdnico nos nodos de Ranvier

Resposta Imunitaria (fagocitose, apresentacao de

antigenos)

Mieliniagdo durante o desenvolvimento

Regeneracdo axonica

Fonte: Baseado em LENT, R. (2002), pp 100.

2.2 Os astrocitos e suas funcoes
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Os astrdcitos recebem este nome devido a forma semelhante a uma estrela. S&o, em
particular, as células da glia mais numerosas no SNC de mamiferos, em uma proporcéo de
10:1 em relagdo aos neurénios (BONDAN et al., 2003). Possuem numerosos prolongamentos
que se ramificam e formam uma densa arborizacdo. Tais prolongamentos ocupam o espacgo
entre 0s neurdnios, envolvem o0s nodos de Ranvier e as sinapses, envelopam os capilares
sanguineos e revestem a parede interna dos ventriculos e das meninges. Os astrocitos sdo
conhecidos por desempenharem relevantes papéis em diversos processos do desenvolvimento
e da fisiologia do SNC. Eles modulam a secrecdo de hormdnios pela neuro-hip6fise,
mobilizam as outras células da glia durante um periodo de inflamacdo ou de um trauma,
recapturam o glutamato como forma de protecdo antiexcitotéxica, modulam a transmissao
sinaptica por meio de uma comunicacdo glioneural bidirecional, participam da proliferacdo
reativa e da sincronizacdo neural por meio de gap junctions (jungdes comunicantes), atuam na
formacdo e a manutencdo da barreira hematoencefélica, assim como na sobrevivéncia
neuronal e na diferenciacdo, na orientacdo neuronal e na sinaptogénese (ARAQUE;
NAVARRETE, 2010).

Além de sua ampla rede de fungdes, os astrocitos expressam uma proteina exclusiva, a
Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP), que se caracteriza como a principal proteina do
citoesqueleto apos o nascimento (BONDAN et al., 2003). Estudos mostram que a expressao
de GFAP, assim como a morfologia e o crescimento de astrécitos podem ser alterados em
resposta a determinadas condi¢cBes. Como o GFAP compde o citoesqueleto astrocitico,
alteracbes na sua expressdo normalmente indicam retracdo ou expansdo dos processos

celulares, com implicacdes diretas sobre 0 microambiente sinéptico.

2.3 A importancia dos astrocitos na rede neuronio-glial: a sinapse tripartite

Um conceito emergente é o de que astrocitos constituam o terceiro elemento em uma
sinapse, em adicdo aos ja estudados terminais neuronais pré- e pds-sinapticos. Desta forma,
acredita-se que a neuroglia participe do processamento de informagdes complexas, em
abandono a hipoOtese de que 0s astrocitos sejam somente elementos passivos e de suporte
estrutural (PEREA; NAVARRETE; ARAQUE, 2009; ARAQUE; NAVARRETE, 2010).
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Diferentemente dos neurbnios, os astrdcitos ndo geram potenciais de acdo e sim correntes
intracelulares de célcio (Ca?"), as quais possuem grande capacidade de sinalizacdo. Em suma,
a sinalizagdo celular de astrdcitos baseia-se na variacéo de concentragdo Ca®* no citosol e néo
por mudancas no potencial elétrico transmembrana. Tais correntes surgem espontaneamente
ou sdo provocadas por alguma alteracdo da atividade neural, espalhando-se por todo o
citoplasma astrocitico e induzindo a liberacdo de gliotransmissores como a taurina
(GRIMALDI; FAVIT; ALKON, 1999; ARAQUE; NAVARRETE, 2010).

2.4 Os astrdcitos e o glutamato

Além de participar de vias metabodlicas intracelulares, o glutamato é o principal
neurotransmissor excitatorio do SNC. Os neurdnios dos nucleos paraventricular (NPV) e
supradptico (NSO) do hipotalamo, envolvidos na produgdo de hormdnios que controlam a
excrecdo renal de agua e eletrdlitos, recebem uma densa inervacdo glutamatérgica, que
corresponde a aproximadamente um quarto do total de contatos sinapticos estabelecidos por
estes neurdnios (VAN DEN POL; WUARIN; DUDEK, 1990).

Sabe-se que o glutamato € liberado a partir dos terminais pré-sinapticos e, ap0s
absorcdo pelo astrocito, sobre metabolizacdo através de duas vias: 1) aminacdo a glutamina
pela enzima glutamina sintetase (GS, especifica em células gliais e dependente de ATP); ou 2)
conversao a a-cetoglutarato através da desaminacdo por glutamato desidrogenase ou por
transaminacdo de uma das transaminases. Dessa forma, a conversdo de glutamato em
glutamina pela GS constitui um dos principais processos de armazenamento intracelular de
glutamato, ocorrendo principalmente em astrécitos. Uma vez formada no astrocito, a
glutamina pode se difundir para o espago extracelular, ser recaptada pelos neurénios e
novamente convertida a glutamato pelo processo inverso, mediado pela glutaminase. As
principais funcdes deste processo, chamado de ciclo glutamato-glutamina, sdo limitar o tempo
de acdo do glutamato liberado para a fenda sinéptica e redirecionar o glutamato para vias
metabolicas intracelulares. Ja foi demonstrado que alteracfes de volume induzidas nos

astrécitos alteram o ciclo glutamato-glutamina nestas células, mais uma vez sugerindo que a
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osmolalidade do LEC afeta diretamente a funcdo astrocitica (DANBOLT, 2001; HYZINSKI-
GARCIA et al, 2011; HAY ASHI, 2018).

Os astrocitos contém dois principais transportadores de glutamato, o GLAST
(Glutamate Aspartate Transporter) e o GLT-1 (Glutamate Transporter type 1), que
desempenham um papel fundamental no clearance extracelular deste neurotransmissor na
fenda sinaptica em condicGes fisiologicas e também patoldgicas. Estudos de Boudaba e
colaboradores (2003) realizados a partir de fatias do NSO de ratos submetidos a privacao
hidrica (desenvolvendo uma desidratacdo crbnica) demonstraram uma diminuicdo na
expressao de GLT-1 astrogliais nestes animais, culminando em um aumento nos niveis
extracelulares de glutamato. Essas evidéncias sugerem que os transportadores de glutamato
astrogliais possam estar envolvidos no controle da ativacdo neuronal induzida pela
hiperosmolalidade. Além disso, estes transportadores estdo envolvidos na prevencdo da morte
neuronal excitotdxica, um processo associado com a maioria das doencas neurodegenerativas
(KARKI et al., 2014).

2.5 Possiveis mecanismos relacionados a transducao do sinal osmético em astrécitos

2.5.1 Canais de calcio tipo-L (LTCCs)

A entrada de Ca®* nos astrécitos é regulada por canais operados por tenséo (VOCCs —
sigla para voltage-operated Ca”* channels), que estdo presentes na membrana plasméatica. Os
VOCCs sdo a principal rota para o fornecimento de Ca®" ao citoplasma da maioria das células
excitaveis e também em astrdcitos, que ndo sao células capazes de gerar potenciais de acao
(CHELI et al., 2016).

Os VOCCs sdo divididos em dois grupos: os canais operados por alta tensdo (L, P/Q,
R e N) e os canais ativados por baixa tensdo (tipo T) (AKOPIAN et al, 1996; MACVICAR,
1984; OH, 1997; PURO et al., 1996). Os canais de Ca®" tipo-L (LTCCs — sigla para L-type
calcium channels) sdo expressos em células da glia, mais especificamente nos astrocitos. O

aumento de sua atividade estd relacionado ao aumento de marcadores de patologias
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caracteristicas do envelhecimento, como, por exemplo, a Doenca de Alzheimer (DASCHIL et
al., 2015).

Os LTCCs sdo compostos por uma subunidade o (Cayl.1, Cayl.2, Cayl.3 ou Cayl.4)
e subunidades acessorias a20 ¢ B (ARIKKATH; CAMPBELL, 2003; CATTERALL, 2000;
STRIESSNIG et al., 2006). As subunidades a; formam o poro do canal e contém o sensor de
tensdo, além de exibirem sitios para acdo farmacoldgica. Ja as subunidades acessorias
regulam a expressdo na membrana e as propriedades de abertura/fechamento destes canais
(STEPHENS; MOCHIDA, 2013). Em neurdnios, tais canais constituem um mecanismo
importante para a entrada de Ca”* e para outras funcdes celulares relacionadas & transcricao de
genes, excitabilidade e plasticidade sinaptica (GREEN; SMITH; LAFERLA, 2007; SANTOS;
PIERROT; OCTAVE, 2010).

Em experimentos realizados por Daschil e colaboradores (2015), com a finalidade de
se elucidar aspectos da Doenga de Alzheimer, o uso de inibidores de canais de célcio tipo-L
(nimodipina, nicardipina, nifedipina e isradipina, individualmente) a uma concentracéo de 10
MM, determinou aumento da angiogénese em fatias cerebrais provenientes de ratos com 12
semanas de vida.

Ja os estudos de Cheli e colaboradores (2016) mostram que os LTCCs, mais
especificamente os formados pela subunidade Cay1.2, uma vez inibidos, previnem a
proliferacdo e/ou ativacao de astrocitos. Este mesmo estudo, ainda, demonstrou que inibidores
de VOCC:s tipo-L (verapamil e nifedipina, ambos em uma concentracdo de 5 M) reduzem
drasticamente o numero de astrocitos ativados in vitro, bem como sua hipertrofia e
proliferacdo (astrogliose) em resposta a uma série de fatores, tais como lipopolissacarideo,
aumento extracelular de potéassio (K") e de glutamato. Novamente, apesar do claro
envolvimento dos LTCCs na funcdo astrocitica em geral, nenhum estudo demonstrou a

participacdo destes canais na sinalizacdo osmotica.

2.5.2 Receptor de Potencial Transitério Vaniloide 1 (TRPV1)
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A superfamilia de canais idnicos receptores de potencial transitério (TRP, sigla de
transient receptor potential) possui uma subfamilia vaniloide (TRPV), conhecida desde 1997
apos a descoberta do receptor ligante de capsaicina, o TRPV1 (LIEDTKE, 2006).

Estudos ja investigaram o envolvimento do gene trpvl na transducdo do sinal
osmético em neurénios do OVLT. Mediante a estimulacdo hipert6nica a partir da adicdo de
manitol no meio extracelular, neurénios provenientes de camundongos do tipo selvagem
mostraram aumentos reversiveis na taxa de disparos. Por outro lado, nos neurdnios obtidos de
animais knockout para TRPV1, tais respostas ndo foram observadas (CIURA; BOURQUE,
2006). Esses dados indicam que os neurdonios do OVLT apresentam uma capacidade
osmossensivel intrinseca, sendo a presenca do gene trpvl essencial para a transducao do sinal
osmotico. Este mesmo trabalho mostrou que, ao contrério da clara funcéo exercida pelo canal
TRPV1, o canal TRPV4 ndo é essencial a funcdo de transducdo osmatica nos neurdnios do
OVLT.

Um estudo de Huang e colaboradores (2010) confirmou por Western Blotting e
imunofluorescéncia a expressédo de canais TRPV1 em astrocitos cultivados in situ, utilizando
com sucesso o farmaco Capsazepina para bloguear a atividade do canal em questdo. De
acordo com artigo publicado por Nam e colaboradores (2015), a ativacdo dos canais TRPV1
astrociticos levam a ativacdo de um sistema neuroprotetor endégeno in vivo, o qual foi
considerado um novo alvo terapéutico para a doenca de Parkinson, visto que tal receptor ¢
altamente expresso nos neurdnios sensoriais, estando, assim, envolvido na percepcdo da dor
(GUNTHORPE; SZALLASI, 2008; GULER et al., 2012). Porém, o envolvimento do TRPV1

astroglial na mediacédo das respostas ao desafio osmoético ainda ndo foi determinado.

2.5.3 Canais catibnicos inativados por estiramento (SIC)

De acordo com Oliet e Bourque (1994), canais idnicos cuja probabilidade de abertura
possa ser alterada por mudancas na tensdo da membrana representam candidatos ideais como
mecanotransdutores moleculares. Tais alteracGes podem estar relacionadas com a presséo da
pipeta utilizada no experimento ou com a osmolalidade. Dessa forma, canais ativados por

estiramento (stretch-activated channels - SAC) s@o definidos como aqueles em que a
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probabilidade de entrada do ion aumenta como uma funcdo positiva do tracionamento da
membrana. J& os canais catibnicos inativados por estiramento (stretch-inactivated cationic
channels — SIC), encontrados nas células neurossecretoras magnocelulares (magnocellular
neurosecretory cells - MNCs), apresentam inibicdo da atividade conforme aumento ou
diminuicdo na presséo da pipeta (OLIET; BOURQUE, 1996; BOURQUE; OLIET, 1997). Um
diagrama representativo dos efeitos da osmolalidade sobre a dindmica de abertura e
fechamento dos canais SIC é mostrado na Figura 2.

Experimentos que avaliaram a permeacgéo de ions através de canais SIC demonstraram
que o cétion de lantanideo trivalente (Gadolinio, Gd**), diminui a duracdo da abertura de
canais individuais. Em relagcdo as respostas de correntes macroscopicas para estimulacdo
osmética, quanto maior a concentracio de Gd** (uM) maior a inibicdo provocada,
apresentando inibicdo significativa a partir de 10 uM (25% de inibic¢ao) até 1000 uM (100%
de inibicdo), e uma inibicdo de 50% reversivel a uma concentragdo de aproximadamente 30
UM (OLIET; BOURQUE, 1996).

No que diz respeito a transducdo do sinal osmdtico em neurdnios, respostas
despolarizantes e provocadas por estimulos hiperténicos séo bastante atenuadas pela presenca
de Gd** no meio extracelular. A uma concentracdo de 100 pM, o Gd** diminuiu a
probabilidade de abertura para menos de 25% dos valores observados na situacdo basal
(OLIET; BOURQUE, 1996). Estudos tambem reportaram que aumentos na condutancia de
membrana induzidos pela hiperosmolalidade podem ser revertidos pela aplicacdo de Gd** em
uma concentracdo de 300 uM (CIURA; BOURQUE, 2006). Porém, novamente, a exemplo do
descrito para outros canais iénicos, inexistem na literatura relatos sobre a participacdo desta

via na transducéo do sinal osmotico em astrécitos.
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Figura 2 - Desenho representativo do controle da abertura/fechamento dos SIC pela osmolalidade. (A)
Estimulacdo Hipoténica: provoca aumento do volume celular, inibe atividade do canal e hiperpolariza
a membrana. (B) Condicgdo osmética basal. (C) Estimulacdo Hipertonica: provoca reducéo do tamanho
celular, ha ativagdo de um nimero maior de canais resultando em um influxo maior de carga e
consequente despolarizacdo da membrana.

Fonte: adaptado de BOURQUE; OLIET, 1997.
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3 JUSTIFICATIVA

Estudos anteriores realizados em nosso laboratério demonstraram que 0s astrocitos
reduzem significativamente a expressdo de GFAP (&rea celular) e a expressdo do
transportador de glutamato GLAST em resposta a hiperosmolalidade do LEC. Esses
resultados indicam que a transducdo do sinal osmético em astrdcitos ndo € um mero evento
passivo, mas sim um estimulo capaz de induzir respostas especificas e com alto impacto na
sinalizacdo adjacente, uma vez que a reducdo da cobertura neuronal pelos astrdcitos e a
diminuicdo da captacdo de glutamato podem resultar em aumento da sinalizagdo em
determinadas sinapses. Assim, considerando o conhecido envolvimento de alguns canais
idnicos na transducdo do sinal osmético em neurdnios (TRPV1 e SIC), bem como a existéncia
de canais especificamente relacionados com a funcdo geral dos astrocitos (LTCC),
pretendemos elucidar a participacdo destas vias na transdugdo do sinal osmotico nestas
células. Para tanto, submetemos astrocitos hipotalamicos a tratamentos com bloqueadores de
canais idnicos, seguidos por mudancas na osmolalidade do meio de incubagdo. Avaliamos
nestas células a viabilidade celular, a expressdo de GFAP (uma medida indireta das
adaptacbes morfologicas) e a captacdo de aspartato (uma medida funcional destes efeitos

sobre o ciclo de glutamato, o principal neurotransmissor excitatorio do SNC).
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4 OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS

O presente trabalho pretendeu investigar a participacdo de canais i0nicos na
transducdo do sinal osmético em astrdcitos hipotalamicos em cultura.

Especificamente, pretendeu-se avaliar, em astrocitos hipotaldmicos cultivados em
condicdes basais e em condi¢gdes de aumento das concentracdes extracelulares de sodio, na
presenca ou auséncia de blogueadores dos canais LTCC, TRPV1 e SIC:

a) a viabilidade celular;

b) a expressdo de GFAP;

C) a captacdo de aspartato triciado.
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5 METODOLOGIA

5.1 Animais

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizados 41 ratos Wistar, machos,
neonatos, nascidos a partir de matrizes obtidas do Biotério da Universidade Federal de
Alfenas-MG. Entre dois e quatro dias ap6s o nascimento, os filhotes foram separados e
submetidos ao procedimento para remoc¢do do hipotalamo médio basal (HMB). Para tanto,
eles foram rapidamente eutanasiados por decapitacdo e o HMB foi dissecado e mantido em
meio livre de Ca?* até o momento do processamento, descrito a seguir.

Todos os procedimentos foram realizados no periodo compreendido entre 7h00 e
12h00 e conduzidos em acordo ao “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” (NIH
Publicagdo N° 85-23, revisado 1996) e aos principios éticos da Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL; acessado de <http://www.cobea.org.br> em
26/11/2013). Todos os protocolos foram submetidos a avaliacdo em Comité de Etica em
Pesquisa Animal (Processo n° 585/2014, Anexo).

5.2 Cultura Primaria de astrécitos hipotalamicos

A cultura primaria de astrocitos foi realizada a partir do HMB fresco coletado de ratos
neonatos (2 a 4 dias de vida), utilizando-se como limites anatdmicos o quiasma Optico
(anteriormente), os corpos mamilares (posteriormente), o “tuber cinereum” (lateramente) ¢ o
topo do terceiro ventriculo (verticalmente). As amostras de tecido foram entdo dissociadas
com tripsina 0,05% e as células foram cultivadas em solucdo de DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium — High Glucose, Sigma®, cédigo D5648) contendo soro fetal
bovino (10%) e 1% de solucdo de penicilina (10,000 1U/ml)-streptomicina (10,000 pg/ml)
(PS; Mediatech) por um periodo de 7 a 15 dias (Figura 3). Em seguida, as células foram

submetidas a agitacdo (200 rpm) por um periodo de 2h a 37°C, a fim de separar 0s
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oligodendrocitos, neurénios e microglia dos astrocitos. As células em suspensdo foram
desprezadas e as células aderidas ao frasco (astrocitos) foram novamente tripsinizadas e
cultivadas em placas de 12 pocos (para posterior imunofluorescéncia, 1 x 10* células/poco)
contendo laminulas pré-tratadas com poli-D-lisina (Sigma®), em placas de 6 pogos (para
posterior captacdo de aspartato triciado, com 1 x 10° células/poco) ou em placa de 96 pocos
(para o ensaio de viabilidade celular, 1 x 10* células/poco). Os protocolos experimentais
foram realizados quando a confluéncia do meio foi atingida, o que ocorreu em um periodo

entre 3 e 4 dias apo6s a tripsinizagao.

Figura 3 - Fotomicrografia representando cultura de células apds crescimento por 7 dias, com confluéncia
aproximada de 80%. As células menores e de formato arredondado representam células da microglia,
enguanto que as células maiores e mais alongadas ou em formato estrelado representam astrécitos.
Os neurbnios costumam morrer naturalmente dentro de alguns dias porque precisam de meio
enriquecido com outros fatores para sua sobrevivéncia. Aumento de 20x.

Fonte: da autora.

5.3 Pré-incubacéo

No dia do experimento, 0 meio de cultura convencional foi retirado e a cada poc¢o foi
adicionado um volume variavel de solugdo de DMEM Base (300 mOsm/kg H,0, 109 mM de
NaCl, pH 7.4) contendo ou ndo os blogueadores especificos dos canais ibnicos. As doses

utilizadas no presente estudo foram escolhidas com base no valor médio encontrado na
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literatura para uso in vitro (CHELI et al., 2016; AGRAWAL et al., 2000; PIEROZAN et al.,
2015; OLIET; BOURQUE, 1996; HUANG et al., 2010). O Verapamil, a Capsazepina e 0
Gadolinio foram utilizados, respectivamente, nas doses de 10 puM, 30 puM e 100 uM. Para
tanto, foram preparadas solugdes stock nas quais cada bloqueador foi diluido em &lcool etilico
absoluto. As placas de cultura foram, entdo, mantidas nas respectivas solucdes a 37° C por 30

minutos, sendo em seguida submetidas a estimulacdo, descrita a seguir.

5.4 Incubagdo com DMEM Base ou DMEM Hipertonico

Apos os 30 minutos de pré-incubacdo, o DMEM Base contendo ou ndo a droga
blogueadora foi mantido em alguns pocos; nos demais pocos, tal meio foi substituido por
DMEM contendo aumento no teor de sddio (DMEM Hipertoénico; 360 mOsm/kg H,O, 132
mM de NaCl, pH 7.4) contendo os inibidores especificos, conforme grupos experimentais
apresentados na Quadro 2. As placas de cultura foram, entdo, mantidas nestas solucdes a 37°

C por tempo dependente do protocolo experimental, conforme descrito a seguir:

Quadro 2 — Grupos experimentais

Grupos Pré-incubacéo Incubacéo (30 min para captacao de
experimentais (30 min) aspartato e 2h para demais protocolos)

1 DMEM Base DMEM Base

2 DMEM Base DMEM Base + bloqueador de canais idnicos
3 DMEM Base DMEM Hipertdnico

4 DMEM Base + DMEM Hipertdnico + bloqueador de canais

blogueador de canais ibnicos
ibnicos

Fonte: da autora

5.5 Ensaio de viabilidade celular pelo método de MTT
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Para se avaliar a viabilidade celular apds a exposicdo aos diferentes tratamentos, 0s
astrocitos hipotalamicos foram cultivados em placa 96 pocos (1 x 10* células/poco), conforme
descrito anteriormente, e submetidos ao periodo de pré-incubacdo por 30 minutos e
estimulacdo por 2h, uma vez que este é 0 maior tempo utilizado nos experimentos deste
projeto (tempo necessario para induzir modificacGes na expressao proteica), o qual poderia,
efetivamente, acusar danos na linhagem celular em questdo. O presente ensaio foi baseado na
metabolizacdo do brometo de tetrazélio (MTT, 5mg/mL, Sigma®), realizada somente por
células metabolicamente viaveis, as quais reduzem o MTT a sal de formazan, que € insoltvel
e apresenta coloracdo roxa. Para que esta reacdo aconteca, € necessaria a atividade de uma
enzima mitocondrial (da cadeia respiratdria). Assim, o formazan solubilizado em DMSO
(Dimetilsulfoxido ou sulfoxido de dimetilo) pode ser quantificado espectrofotometricamente
(540 nm) e possui correlagdo direta com o numero de células viaveis. Para este ensaio, foi
realizado um controle positivo para a morte celular (incubacéo pelo mesmo periodo de tempo

com DMSO 50%, que tem funcao detergente sobre membranas lipidicas).

5.6 Imunofluorescéncia para GFAP

Os astrocitos crescidos sobre laminulas pré-tratadas com poli-D-lisina e submetidos
aos procedimentos de pré-incubacdo e estimulacdo descritos anteriormente, foram
inicialmente fixados com metanol puro por 3 minutos. Em seguida, os pocos foram incubados
com Normal Donkey Serum 10% em PBS (0,01M, Triton 0,1%, NaN3; 0,04%) por 1 hora.
Apos esse periodo as células foram incubadas (overnight) com o anticorpo primario anti-
GFAP (rabbit, 1:1.000, Cell Signaling Technology®). Apés periodo de incubacdo com os
anticorpos primarios, as células foram lavadas (3x) em PBS (0,01M) e na sequéncia foi
realizada a incubacdo com o anticorpo secundario Cy3 donkey anti-rabbit (1:250, Jackson
ImmunoResearch®) por um periodo de 2 horas. Ap6s incubagdo com o0s anticorpos
secundarios, as células foram lavadas (3x) com PBS (0,01M) e contracoradas com o marcador
nuclear DAPI (stock 15 mM, 1:25000) por 2 minutos. Em seguida, as laminulas contendo as
células foram novamente lavadas e fixadas com meio de montagem (Fluormount®) sobre uma

lamina para visualizacdo em microscopio e captura das imagens. As imagens foram
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adquiridas com o mesmo nivel de exposi¢cdo em todos os grupos. A quantificacdo do sinal
fluorescente foi realizada por meio do software Image J®, delimitando-se como parametros os
valores HSB encontrados em cada ensaio para a situacéo controle. Foram utilizadas escalas de
50 e 60 pm. Os resultados foram expressos em area celular (um?), normalizada pela situacao
basal (%).

5.7 Ensaio de captacdo de aspartato triciado (*H-triciado)

Apo6s os 15 minutos iniciais do periodo de estimulagdo, um volume de 10 puL (0,1 puCi)
de ®H-triciado (concentracdo final: 8,85 nM, 11,3 Ci / mmol, PerkinElmer®) foi adicionado a
cada poco, permanecendo nos mesmos por 15 minutos adicionais (totalizando 30 minutos de
estimulacdo). Apos este periodo, 500 uL. do meio foi recuperado em frascos contendo 2 mL
de fluido de cintilagdo (ScintSafe Econo, Fisher Scientific®). As células aderidas foram
lisadas com 2 mL de &gua deionizada a 4°C (durante 2 min) e 500 uL foram recolhidos em
frascos contendo liquido de cintilagdo na mesma propor¢do. Devido a adsorcdo do aspartato
as superficies plasticas, a leitura do sinal radioativo de um poco vazio (sem células) foi
considerada para subtracdo do valor obtido para cada amostra. As amostras do meio de
incubacdo e do lisado celular foram submetidas a contagem de radia¢ao B (TriCarb 2900TR,
PerkinElmer®). Os resultados foram expressos como a porcentagem em relacdo & situacéo
controle (DMEM base sem adi¢do de farmacos).

O procedimento em questdo foi feito no Laboratério de Neuroendocrinologia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP (FMRP-USP), o qual possui local apropriado

com licenca para uso e manuseio de componentes radioativos (CNEN-12767/AP-0155).

5.8 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos em médias * erro padrdo da média (EPM). A andlise foi

realizada por meio do teste de variancia (ANOVA) de uma via (para o protocolo experimental
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para MTT) ou de duas vias, para 0s demais protocolos experimentais, seguido do pos-teste de
Sidak. Utilizou-se como variaveis a tonicidade do meio e o tratamento farmacologico, e o

nivel de significancia adotado foi de 5% (p<0,05).



34

6 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Abaixo se encontram sumarizadas as linhas temporais dos procedimentos executados em

cada um dos protocolos experimentais.

6.1 Efeitos do bloqueio de canais i6nicos especificos e da hiperosmolalidade sobre a

viabilidade de astrdcitos hipotalamicos

| 30 minutos | 2 horas | 4 horas | 30 minutos |
I I I I I
Pré-incubacéo: Incubacao: Incubagao: Solubilizagao:
DMEM Base DMEM Base ou MTT (5 mg/mL) DMSO
contendo ou nao DMEM Hipertdnico
bloqueadores contendo ou néo

bloqueadores

6.2 Efeitos do bloqueio de canais idnicos especificos e da hiperosmolalidade sobre a

expressao de GFAP em astrécitos hipotalamicos

| 30 minutos | 2 horas |
[ [ |
Pré-incubacéo: Incubacéo:
DMEM Base DMEM Base ou DMEM

contendo ou nao Hipertonico contendo ou ndo
bloqueadores bloqueadores
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6.3 Efeitos do bloqueio de canais ionicos especificos sobre a captacdo de aspartato

triciado

Os experimentos referentes a este protocolo experimental foram realizados no
Laboratério de Neuroendocrinologia da FMRP (USP — Ribeirdo Preto), com o qual a

supervisora deste trabalho mantém colaboragdo de pesquisa.

| 30 minutos | 15 minutos | 15 minutos |
| | I I
Pré-incubacéo: Incubagdo:
DMEM Base contendo DMEM Base ou
ou ndo bloqueadores DMEM Hipertonico

contendo ou ndo
bloqueadores

10 pL
Aspartato
triciado
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7 RESULTADOS

7.1 Viabilidade celular

O ensaio de MTT é um protocolo bastante utilizado para a analise da viabilidade
celular. A Figura 4 mostra os efeitos da incubacdo com os diferentes tratamentos sobre o
namero de células viaveis, normalizado pela situacdo controle (DMEM base). Como pode ser
observado, houve uma redugdo significativa da viabilidade no grupo incubado com DMSO
50% quando comparado ao grupo controle (DMEM Base) (100 + 3,9 versus 12,3 £ 0,3 %, p <
0,001). Um aumento significativo na viabilidade celular foi observado em ambos os grupos
tratados com Capsazepina na comparacdo com o controle (Capsazepina: 100 + 3,9 versus
137,2 £ 3,5 %, p < 0,001; Capsazepina + DMEM Hipertonico: 100 + 3,9 versus 127,2 + 3 %,
p < 0,001). Nao foram observadas alteracdes significativas na viabilidade celular em reposta

aos demais tratamentos.
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Figura 4 - Viabilidade celular avaliada pelo ensaio de MTT em resposta aos diferentes tratamentos. Resultados
expressos em médias + erro padrdo da média (EPM) e analisados por meio do teste de variancia de
uma via (ANOVA). *** p<0,001. N = 5 a 10 pocgos por grupo experimental. Verapamil: 10 pM.
Capsazepina: 30 pM. Gadolinio: 100 uM. DMEM Base: 300 mOsm/kg H,O, 109 mM de NaCl.
DMEM Hipertonico: 360 mOsm/kg H,0, 132 mM de NaCl.

Fonte: da autora.
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7.2 Expressao de GFAP

Considerando que os astrocitos geram correntes intracelulares de Ca®* como forma de
sinalizacdo, foi utilizado para nossos experimentos o farmaco Verapamil, que inibe 0s
LTCCs, responsaveis por esta corrente idnica. A Figura 5 mostra que a incuba¢do com o meio
DMEM hiperténico reduziu significativamente a expressdo de GFAP em astrocitos
hipotalamicos (100,00 + 17,3 versus 57,5 = 4,1 %, p < 0,05). Um efeito semelhante de
reducdo da expressao de GFAP foi observado em condi¢cfes basais em resposta a incubacdo
com Verapamil (100,00 + 17,3 versus 61,4 £ 6,8 %, p < 0,001). Nao houve diferenca
estatistica entre os grupos tratado e ndo tratado com Verapamil submetidos a incuba¢do com
DMEM hipertdnico. Fotomicrografias representativas das diversas condi¢fes experimentais

séo apresentadas na Figura 6.
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Figura 5 - Efeitos da incubacdo com meio hipertdnico contendo ou ndo Verapamil (10 uM) sobre a expressao de
GFAP em astrocitos hipotalamicos. Resultados expressos em porcentagem relativa ao grupo Basal sem
Verapamil, como médias + erro padrdo da média (EPM) e analisados por meio do teste de variancia de
duas vias, com poés-teste de Sidak. *p < 0,05 e **p < 0,01. N = 16 a 36 células por grupo
experimental.

Fonte: da autora.
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DMEM BASE DMEM BASE + VERAPAMIL

i DMEM HIPERTONICO +
DMEM HIPERTONICO VERAPAMIL

Figura 6 - Painel representativo das alteracdes na expressao de GFAP (1:1000, vermelho) nas diversas condicdes
experimentais. Os nucleos foram contracorados com DAPI (1:12500) As fotomicrografias foram
obtidas em Microscdpio Confocal Nikon C2 em aumento de 60x com 6leo de imerséo.

Fonte: da autora.

A Figura 7 mostra que a incubacdo com DMEM hipertbnico reduziu
significativamente a expressdo de GFAP em astrdcitos hipotalamicos (108,8 + 10 versus 66,4
+ 5,4 %, p < 0,05), corroborando com os resultados obtidos no ensaio anterior. A Capsazepina
é considerada um antagonista competitivo da Capsaicina, o principal ligante dos receptores-

canais TRPV1. A incubacdo com Capsazepina reverteu significativamente os efeitos do meio
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hipertonico sobre a expressdo de GFAP (66,4 + 5,4 versus 133 = 12,7 %, p < 0,001). N&o
houve diferenca estatistica entre os grupos tratado e ndo tratado com Capsazepina em
condicdes basais. Fotomicrografias representativas das diversas condi¢des experimentais séo
apresentadas na Figura 8.
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Figura 7 - Efeitos da incubacdo com meio hiperténico contendo ou ndo Capsazepina (30 M) sobre a expressao
de GFAP em astrocitos hipotalamicos. Resultados expressos em porcentagem relativa ao grupo Basal
sem Capsazepina, como médias * erro padrdo da média (EPM) e analisados por meio do teste de
variancia de duas vias, com pdés-teste de Sidak. *p < 0,05 e ***p < 0,001. N = 10 a 22 células por
grupo experimental.

Fonte: da autora.
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DMEM BASE DMEM BASE + CAPSAZEPINA

i DMEM HIPERTONICO +
DMEM HIPERTONICO CAPSAZEPINA

Figura 8 - Painel representativo das alteracBes na expressao de GFAP (1:1000, vermelho) nas diversas condicdes
experimentais. Os nucleos foram contracorados com DAPI (1:12500) As fotomicrografias foram
obtidas em Microscépio Confocal Nikon C2 em aumento de 60x com 6leo de imerséo.

Fonte: da autora.

A analise quantitativa dos efeitos do Gadolinio, um bloqueador dos canais SIC, sobre
a morfologia celular, apresentou resultados bastante peculiares. A Figura 9 mostra que a
incubacdo com Gadolinio aumentou a expressdao de GFAP em condicGes hipertdnicas quando
comparado com as condi¢Oes basais (65,4 = 6,0 versus 503,5 + 96,5 %, p < 0,001). Outro

aumento significativo foi observado no grupo tradado com Gadolinio comparado ao grupo
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ndo tratado, ambos submetidos a incubacdo com DMEM hipertdnico (61,3 + 4,8 versus 503,5
+ 96,5 %, p < 0,001). Embora o grafico aponte algumas outras tendéncias de efeito, o teste
estatistico ndo apontou diferenca entre os grupos tratado e ndo tratado com Gadolinio
submetidos a incubacdo em condi¢des basais, tampouco na comparagao entre o grupo Basal e
DMEM hiperténico.
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Figura 9 - Efeitos da incubacdo com meio hipertdnico contendo ou ndo Gadolinio (100 uM) sobre a expressao de
GFAP em astrécitos hipotalamicos. Resultados expressos em porcentagem relativa ao grupo Basal
sem Gadolinio, como médias + erro padrdo da média (EPM) e analisados por meio do teste de
variancia de duas vias, com pds-teste de Sidak. ***p < 0,001. N = 6 a 15 células por grupo
experimental.

Fonte: da autora.

Apesar de ser nitido, no grafico apresentado pela Figura 9, o efeito da incubacdo com
Gadolinio em reduzir a expressdo de GFAP sob condices basais, este efeito s se torna
estatisticamente relevante se analisarmos o0s dados utilizando o teste t, na comparacédo entre 0s
grupos basal com e sem Gadolinio (p < 0,01), ndo sendo a diferenca apontada pelo teste
ANOVA de duas vias.

O mesmo acontece para a comparacdo entre os grupos basal e hipertdnico sem
tratamento. Como ja foi demonstrado nos ensaios anteriores, é relevante o efeito do DMEM
hipertdnico em reduzir a expressdo de GFAP, sendo, neste experimento, este efeito apenas
evidente, também, realizando-se a comparacdo por teste t entre estes grupos (p < 0,01),

diferenca esta que novamente ndo é apontada pelo teste ANOVA de duas vias.
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Como discutido adiante, o efeito aberrante observado sobre a expresséo de GFAP no
grupo Gadolinio + DMEM hipertonico pode ter mascarado estatisticamente efeitos de menor
magnitude como as comparagdes destacadas acima, uma vez que o teste ANOVA de duas
vias, mais apropriado para uso neste caso, considera a variancia de todos 0s grupos.

As fotomicrografias representativas das diversas condi¢fes experimentais s&o

apresentadas na Figura 10.
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DMEM BASE DMEM BASE + GADOLINIO

A DMEM HIPERTONICO +
DMEM HIPERTONICO GADOLINIO

Figura 10 - Painel representativo das alteracfes na expressao de GFAP (1:1000, vermelho) nas diversas
condicBes experimentais. Os nucleos foram contracorados com DAPI (1:12500) As fotomicrografias
foram obtidas em Microscépio Confocal Nikon C2 em aumento de 60x com 6leo de imerséo.

Fonte: da autora.

7.3 Captacao de aspartato triciado
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Como ja mencionado, a sinalizagdo glutamatérgica tem uma grande importancia nas
sinapses estabelecidas no hipotadlamo. Dessa forma, avaliamos o aspecto funcional da
participacdo dos astrécitos neste processo, mensurando a atividade dos transportadores de
glutamato astrociticos nas diversas condices experimentais, por meio do monitoramento do
transporte de aspartato marcado radioativamente.

A Figura 11, apresentada a seguir, mostra que a captacdo de *H-aspartato reduziu
significativamente nos astrdcitos incubados com DMEM hipertdnico (100,0 + 9,1 versus 66,6
+1,8 %, p < 0,01). A pré-incubacéo com Verapamil nio alterou a resposta de captacdo de *H-

aspartato, seja em condi¢des basais ou de hiperosmolalidade.

=]
= 150+ .
B~ * % Bl Sem Verapamil
= I Com Verapamil
g
s 100+
T 8 T
]
2o
& Z T
v =
=3 50-
g B
]
@ X
g =~
5 0
o ! .I
Basal Hiper

Figura 11 - Efeitos da incubacdo com meio DMEM hiperténico contendo ou ndo Verapamil (10 uM) sobre a
captacdo de aspartato triciado em astrécitos hipotalamicos. Resultados expressos em porcentagem
relativa ao grupo Basal sem Verapamil, como médias + erro padrdo da média (EPM) e analisados
por meio do teste de variancia de duas vias, com pos-teste de Sidak. **p < 0,01. N = 5 por grupo
experimental.

Fonte: da autora.

A Figura 12, apresentada a seguir, mostra o0 mesmo tipo de avaliacdo para o ensaio
usando Capsazepina, que atua sobre os receptores TRPV1. Como podemos observar, a
resposta de reducdo do transporte de aspartato observada nos astrocitos submetidos a
incubacdo com DMEM hiperténico ndo foi modificada pela incubacdo com Capsazepina
(100,0 £ 8,0 versus 73,1 = 5,0 %, p < 0,05 para o grupo sem Capsazepina; 81,6 + 9,0 versus
54,7 + 4,6 %, p < 0,05 para o grupo com Capsazepina).
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Figura 12 - Efeitos da incubacdo com meio DMEM hipert6nico contendo ou ndo Capsazepina (30 uM) sobre a
captacdo de aspartato triciado em astrocitos hipotalamicos. Resultados expressos em porcentagem
relativa ao grupo Basal sem Capsazepina, como médias + erro padrdo da média (EPM) e analisados
por meio do teste de variancia de duas vias, com poés-teste de Sidak. *p < 0,05. N = 5 por grupo
experimental.

Fonte: da autora.

A Figura 13, apresentada a seguir, mostra, mais uma vez, 0 mesmo tipo de avaliacéo,
agora para o ensaio usando Gadolinio, que atua sobre os receptores SIC. Como podemos
observar, houve aumento significativo da captacdo de aspartato triciado no grupo DMEM
hipertdnico com Gadolinio, quando comparado com o grupo DMEM hiperténico sem
Gadolinio (105,4 = 2,4 versus 93,3 £ 1,8 %, p < 0,05). De forma inversa, pode-se observar
reducdo significativa da captacdo de aspartato triciado no grupo DMEM hipertdnico sem
Gadolinio quando comparado ao DMEM basal sem Gadolinio (93,3 + 1,8 versus 101,8 + 2,3
%, p < 0,05). Ndo houve diferencas significativas entre os grupos DMEM basal sem

Gadolinio versus DMEM basal com Gadolinio.
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Figura 13 - Efeitos da incubacdo com meio DMEM hipertonico contendo ou ndo Gadolinio (100 uM) sobre a
captacdo de aspartato triciado em astrécitos hipotalamicos. Resultados expressos em porcentagem
relativa ao grupo Basal sem Gadolinio, como médias * erro padrdo da média (EPM) e analisados
por meio do teste de variancia de duas vias, com p6s-teste de Sidak. *p < 0,05. N = 3 a 4 por grupo
experimental.

Fonte: da autora.
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8 DISCUSSAO

No SNC, os canais TRPV1, SIC e LTCC sdo expressos tanto em neurdnios como
astrocitos, participando da sinalizacdo em condigdes fisioldgicas e patoldgicas. Porém,
conforme argumentado na parte introdutoria deste trabalho, os estudos investigando a
participacdo destes canais tém se concentrado em sua participacao na funcéo neuronal. Assim,
0 presente estudo teve como objetivo geral investigar a participacdo destes canais ibnicos na
transducdo do sinal osmdtico em astrécitos a partir da avaliacdo da viabilidade celular,
avaliacdo indireta da morfologia celular por meio da analise da GFAP, bem como por meio da
avaliacdo da dindmica dos transportadores de glutamato astrociticos (ensaio de captacdo de
3H-aspartato).

Para tanto, utilizamos as principais ferramentas farmacologicas disponiveis na
literatura para diminuir a atividade in vitro destes canais. A Capsazepina foi descrita no inicio
da década de 90 como um antagonista competitivo da Capsaicina (DICKENSON; DRAY,
1991), ligando-se ao poro do canal TRPV1 e bloqueando seus quatro mondmeros
(HELLMICH; GAUDET, 2014). A Capsaicina (8-metil-N-vanilil-6-nonenamida), por sua
vez, se trata de um composto presente em algumas variedades de pimenta, atuando em
neurdnios nociceptivos para abrir canais de cétions seletivos, permitindo a entrada de Na* e
Ca”" e a saida de K*. Estes efeitos resultam em uma corrente resultante de entrada que
despolariza os neurénios (BEVAN et al., 1992). De acordo com Naziroglu (2015), além da
Capsazepina, a Resiniferatoxina também pode ser usada para diminuir a atividade dos canais
TRPVL.

Ja o Gadolinio se mostrou um bloqueador eficaz, ndo somente de SIC, mas também de
determinados canais ativados por estiramento (SAC) (ELINDER; ARHEM, 1994). De acordo
com Franco, Winegar e Lansman (1991), os SIC sdo permeaveis tanto para céations
monovalentes quanto por cations divalentes. Desse modo, cations de lantanideos, tal como o
Gadolinio, apresentavam-se Uteis no estudo de sitios de ligacdo de Ca®*, uma vez que
possuem raios semelhantes e dindmica similar de interacdo com o poro do canal. Os canais
cujas atividades sdo modificadas por variacdes na tensdo da membrana tém um papel bastante
relevante na hiperosmolalidade, situacdo em que as células tendem a perder agua para 0 meio

extracelular.
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Por sua vez, o antagonista de LTCCs (Verapamil), tem utilizagdo muito ampla em
casos de doencas cardiovasculares, sendo conhecido por diminuir taquicardia e fibrilagdo. Seu
uso juntamente com o pinacidil, que promove a abertura de canais de K™ sensiveis ao ATP,
diminui a concentracio extracelular de K* assim como o pH extracelular no quadro de
isquemia aguda do miocéardio (WATANABE; GETTES, 2018). Além do mais, os LTCCs
possuem papel importante na formacdo do potencial de acdo cardiaco e na contragdo cardiaca,
sendo o Verapamil utilizado para reduzir a frequéncia cardiaca (YONEKURA et al., 2018).
Curiosamente, apesar de ser um canal tipicamente presente em células excitaveis, o LTCC
constitui a principal via de sinalizacdo ibnica em astrécitos, células que ndo geram potenciais
de agdo. Porém, as chamadas “ondas de calcio”, geradas a partir da abertura dos LTCCs

astrociticos, estdo relacionadas a praticamente toda funcao intracelular nestas células.

8.1 Viabilidade celular

De maneira surpreendente, observamos em nosso ensaio de MTT um aumento
significativo na viabilidade celular em resposta a incubacdo com Capsazepina, seja em
condicdes basais ou juntamente com 0 DMEM hipertdnico, como demonstrado na Figura 4.
Por outro lado, ndo houve alteracdo na viabilidade celular nos pogos tratados com as demais
combinagdes entre as drogas Verapamil e Gadolinio, assim como no grupo experimental
incubado com DMEM Hipertonico.

A primeira explicacdo plausivel para tal resposta seria que, na verdade, a Capsazepina
teria evitado em algum grau a morte celular, que é um processo natural quando se substituiu
completamente o meio de incubacdo, como na transicdo das condi¢cdes basais para 0s meios
de pré-tratamento. Desse modo, apesar do ensaio de MTT ser uma técnica amplamente
utilizada para avaliar a viabilidade celular assim como a toxicidade a determinadas
substancias, Stepanenko e Dmitrenko (2015) mostraram que a metabolizacdo do MTT pode
ser afetada por diversas condicGes, tais como endocitose/exocitose e alteracdes metabolicas,
energéticas e na atividade de oxirredutases, entre outras. Além do mais, os autores ponderam

que resultados aumentados de viabilidade celular podem estar correlacionados a uma
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reprogramacao adaptativa mitocondrial e metabolica das células que foram submetidas a um
estresse proveniente do uso das solugOes de tratamento.

Estes mesmos autores ressaltam, ainda, que nem todas as linhagens celulares podem
responder da mesma forma ao MTT, necessitando de tempos diferentes de incubacdo para a
estimativa da viabilidade celular e outros parametros experimentais. Os autores citam, por
exemplo, a relacdo dos resultados de MTT com os niveis de glicose utilizados no meio de
incubagcdo, uma vez que o MTT mostrou ser dependente de transportadores de glicose
presentes na membrana plasmatica. Em nosso estudo, usamos um meio de cultura considerado
com alto teor de glicose (4,5 g/L), porém se esta fosse a causa dos resultados inesperados
observados, deveriamos ter obtido este efeito em todos 0s grupos experimentais (tratados com
Verapamil e Gadolinio), ndo somente naqueles tratados com Capsazepina.

Da mesma forma, van Tonder, Joubert e Cromarty (2015) também observaram relacéo
entre a concentracdo de glicose no meio de cultura e alteracdes na viabilidade celular dadas
pelo MTT. Além do mais, estes mesmos autores compararam, para fins de avaliacdo da
viabilidade celular, a eficiéncia do MTT com o método de absorcdo de vermelho neutro,
ensaio de reducdo de resazurina e ensaio de sulforrodamina B, sendo este Gltimo o ensaio de
preferéncia no National Cancer Institute (NCI) nos Estados Unidos (2015). Tais ensaios
mostraram menor variabilidade dos parametros do que o ensaio de MTT, o qual apresentou
menor precisdo na deteccdo de alteragdes no numero de células, ndo sendo considerado o
melhor ensaio para a variabilidade celular. No entanto, o MTT foi o teste escolhido por estar

dentro das condicGes experimentais do laboratério.

8.2 Expressdo de GFAP

Assim como no presente estudo, diversos autores ja utilizaram a analise quantitativa
da imunofluorescéncia para avaliar os efeitos de seus tratamentos sobre a expressdo de GFAP
em astrocitos em cultura (COOKSON; PENTREATH, 1994; GOMES; PAULIN; MOURA
NETO, 1999; BARRETO et al., 2006). De acordo com Brahmachari e colaboradores (2006),
a proteina GFAP esta envolvida no controle da forma e movimento dos astrdcitos, 0 que tem

importantes implicacBes para 0 microambiente sinaptico. H& indicios de que a retracdo dos
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processos astrociticos facilite a neurotransmissdo, uma vez que libera fisicamente o espaco
extracelular para a difusdo do neurotransmissor liberado para a fenda. Além do mais, muitas
proteinas de membrana, como transportadores, estdo ancoradas nos filamentos de GFAP, de
forma que o deslocamento destes pode provocar efeitos diretos sobre a internalizagdo ou
reciclagem de componentes proteicos.

Pode-se observar que a morfologia dos astrocitos, apresentada nas imagens,
correlacionou-se de maneira direta com a andlise quantitativa da marcagdo para GFAP.
Quando incubados em DMEM Hipertonico (com A ~ 60 mOsm/Kg H,O em relagdo ao
DMEM Base), os astrocitos diminuiram sua &rea celular, o que esteve relacionado a uma
diminuicdo da area de marcagdo para GFAP. Ja foi demonstrado que altera¢cGes na marcacao
para GFAP também estdo associadas com mudancas no padrdo de sinalizagdo nestas células
(BARRETO et al.,, 2006). Uma vez que, diferentemente de neurbnios, 0S astrocitos nao
produzem potenciais de acdo, especula-se que mudancas no ambiente extracelular sejam
particularmente importantes para induzir respostas intracelulares adaptativas. Ainda de acordo
com Gamrani e colaboradores (2011), a proteina GFAP, por fazer parte do citoesqueleto
destas células, pode ser utilizada como indicadora da plasticidade astrocitica em resposta a
diversas condicdes fisioldgicas e patoldgicas.

Em presenca do bloqueador de LTCC (Verapamil), pode-se observar uma reducédo
significativa da expressdo do GFAP em condi¢Oes basais, que também foi mantida em
presenca de DMEM hiperténico. Tal fato demonstra o papel crucial dos LTCCs na atividade
astrocitica, inclusive na mediacdo de outras funcdes que ndo aquelas relacionadas ao estimulo
hiperténico. Segundo Cheli e colaboradores (2016), os niveis de Ca?* intracelular sio
extremamente importantes para diversas funcdes homeostaticas nos astrdcitos, tais como
proliferacdo e migracgdo. Parnis e colaboradores (2013) também descreveram a importancia da
sinalizagdo de Ca?*, ndo somente para as funcdes astrociticas, mas também para a interacio
astrocito-neuronal. A elevacdo das concentracdes de Ca?* em astrécitos pode ainda resultar na
liberacdo de transmissores, entre eles o glutamato, o qual vai agir nos terminais pré e pos-
sinapticos, modulando a atividade sinaptica (AGULHON et al., 2008).

Por outro lado, os resultados referentes ao ensaio com Capsazepina indicam que 0
blogueio de TRPV1 parece ndo influenciar a morfologia celular em condicdes basais. No
entanto, quando em condicbes extracelulares elevadas de sddio, o bloqueio de TRPV1 foi

capaz de modificar significativamente a expressao de GFAP, demonstrando, assim, 0
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importante papel do TRPV1 na mediacdo das adaptacbes morfoldgicas dos astrécitos
submetidos ao estimulo hipertdnico. Uma vez observado que a incubagdo dos astrocitos em
meio hipertdnico foi capaz de reduzir a expressdo de GFAP, e que este fato se relaciona
diretamente com a reducdo da cobertura sindptica, pode-se inferir que a utilizacdo da
Capsazepina bloqueando o TRPV1 foi capaz de reverter os efeitos de reducdo da area celular
induzidos pelo meio hipertdnico. O papel, ndo somente do TRPV1, mas também de outros
canais ibnicos da mesma familia, na transducdo do sinal em resposta a estimulos osméticos ja
foi descrito em 2006, por Liedtke, o qual traz duas hip6teses de vias de ativacdo via sinal
osmético para os canais em questdo: 1) uma via indireta, na qual os canais TRPV sdo ativados
por cascatas de sinalizacdo provenientes de receptores acoplados a proteina G, ativados por
mudancas de tonicidade do meio; 2) uma via direta, na qual os canais TRPV encontram-se no
topo da cascata de sinalizacdo, sendo diretamente estimulados por mudancgas na tonicidade.
No entanto, inexistem na literatura trabalhos que comprovem por qual mecanismo de
sinalizacéo (direto ou indireto) ocorre a transdugéo do sinal osmotico.

Por fim, a incubacdo com Gadolinio, bloqueador do SIC, parece ndo influenciar a
morfologia astrocitica em condic¢des basais, segundo analise realizada pelo teste ANOVA de
duas vias. No entanto, ao utilizar o teste t para comparacao entre 0s grupos basal com e sem
Gadolinio, pode-se perceber uma diminuicdo estatisticamente relevante na expressdo de
GFAP no grupo basal com Gadolinio comparado ao grupo controle. De maneira
surpreendente, a incubacdo com Gadolinio, simultaneamente ao estimulo hipertdnico,
aumentou em mais de 5 vezes a area celular. Esse resultado € inédito na literatura e sugere
que a inibicdo de canais i6nicos provocada pelo Gadolinio tenha um papel fundamental na
funcdo astrocitica, resultando em um efeito quase que aberrante sobre a morfologia celular.
Entretanto, apesar do presente estudo ter por objetivo investigar a acdo desse cation de
lantanideo trivalente somente sobre os canais catidnicos inativados por estiramento (SIC),
sabe-se, como ja mencionado anteriormente nesta discussdo, que tal composto é capaz de
bloquear também os canais ativados por estiramento (SAC), assim como canais de Ca** e de
K* (ELINDER; ARHEM, 1994). Desse modo, ndo ha como dizer se tal efeito aberrante foi
provocado Unica e exclusivamente pelo bloqueio de SIC, ou pelo blogueio deste juntamente
ao bloqueio de SAC, canais de Ca?* e de K*. A intensidade do efeito, inclusive, mascarou
estatisticamente (quando utilizado o teste ANOVA de duas vias) o efeito da incubac¢do com o

meio hipertbnico em reduzir a expressao de GFAP. Tal efeito, jA& observados nos



52

experimentos anteriores, pode ser comprovado, mais uma vez, utilizando-se o teste t para
comparagdo entre 0s grupos DMEM basal sem Gadolinio versus DMEM hiperténico sem
Gadolinio.

8.3 Captacéo de aspartato triciado

Ja foi amplamente demonstrado na literatura que o0s astrdcitos possuem dois
transportadores de glutamato, 0 GLAST e o GLT-1. Ambos desempenham papel fundamental
em prevenir a morte neuronal excitotoxica, fato este relacionado com a maioria das doengas
neurodegenerativas (KARKI et al., 2014). Fisiologicamente, eles estdo relacionados ao
clearance deste neurotransmissor na fenda sinaptica, o que tem reflexos diretos sobre o grau
de ativacao dos neurdnios adjacentes.

Neste contexto, uma das drogas utilizadas no tratamento de doencas
neurodegenerativas relacionadas ao balanco alterado de glutamato, o Raloxifene, modula
diretamente a expressdo e a funcdo dos transportadores de glutamato em astrocitos.
Experimentos realizados em cultura primaria de astrocitos provenientes de ratos mostram que
a incubacdo com Raloxifene aumentou significativamente a captacdo de glutamato por estas
células, o que implica em menor disponibilidade extracelular deste neurotransmissor (KARKI
et al., 2014). Esses dados confirmam a importante participacdo dos astrocitos no ciclo
glutamato-glutamina dentro do SNC.

De modo indireto, o presente estudo pretendeu avaliar o balangco glutamatérgico por
meio da analise da captacdo de H-aspartato, o qual constituiu um dos precursores de
glutamato e utiliza o0 mesmo conjunto de transportadores astrociticos que o glutamato. Na
verdade, os transportadores de glutamato sdo chamados de transportadores de aminoacidos
excitatorios, visto que o proprio aspartato pode exercer funcdo de neurotransmissao.
Observamos em nossos resultados que, quando em meio com aumento no teor de NaCl
(modelo in vitro da desidratacdo), h4 uma reducéo na captacdo de *H-aspartato, que por sua
vez indica uma reducdo na atividade conjunta dos transportadores. Essa resposta resultaria,

indiretamente, em aumento da disponibilidade de glutamato no LEC, acarretando maior
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ativacdo dos neurénios e ativacdo do comportamento de busca por agua/sede, de forma que a
osmolalidade seja reestabelecida.

A participagdo dos transportadores gliais GLT-1 e GLAST no mecanismo de
clearance de glutamato j& foi demonstrada no modelo experimental de insuficiéncia cardiaca,
caracterizado por concentragdes plasmaticas elevadas de AVP, assim como as induzidas pela
desidratacéo celular (POTAPENKO et al., 2012). Estes autores demonstraram que ocorre uma
mudanca importante na expressdo destes dois transportadores em astrocitos do NSO neste
modelo experimental, 0 que poderia agir como um mecanismo compensatorio para preservar
um nivel adequado de recaptacdo de glutamato em face da atividade aferente glutamatérgica
aumentada que se verifica sobre os neurdnios magnocelulares nesta situacdo experimental.

Em nosso estudo, a incubacdo com Verapamil ndo alterou significativamente a
captacdo de *H-aspartato, seja em condig®es basais ou em resposta a incubacdo com DMEM
hipertonico. Isso leva a crer que 0s LTCCs ndo desempenham funcdo primordial na atividade
dos transportadores GLAST e GLT-1. Contudo, a revisdo feita por Agulhon e colaboradores
(2008) mostra que o balanco de Ca®* também pode ser mediado por receptores acoplados &
proteina G (GPCRs - G protein-coupled receptors), que estdo ligados a uma série de cascatas
de sinalizagédo intracelular. Assim, de acordo com a hipotese de que o estimulo hipertdnico
influencie o transporte de glutamato por astrocitos, podemos afirmar que possivelmente este
efeito ndo seria mediado pelos LTCCs.

Além disso, observamos que a incubacdo com Capsazepina ndo alterou
significativamente a captacdo de aspartato, ou seja, o efeito de reducdo na atividade dos
transportadores induzido pelo DMEM hiperténico foi mantido mediante o bloqueio dos canais
TRPV1, sugerindo que, a exemplo do observado para os canais LTCCs, os canais TRPV1 nédo
participem de maneira direta do ciclo de glutamato em astrocitos. Neste caso, diferentemente
do que ocorreu para os LTCCs, o bloqueio do TRPV1 reverteu os efeitos da hipertonicidade
sobre a morfologia celular. Em conjunto, esses dados contrastam com a hipotese relatada na
literatura de que alteracdes na expressdo de GFAP se correlacionariam de maneira direta com
0 numero de transportadores de glutamato expressos pela membrana, uma vez que o0 GLAST
aparentemente se ancora nos filamentos de GFAP (SULLIVAN et al., 2007).

Por fim, podemos observar que a incubacdo com Gadolinio, a exemplo da incubacéo
com Verapamil, ndo foi capaz de alterar significativamente a captacdo de aspartato triciado

em condicOes basais. Em condi¢des exclusivamente hiperténicas ocorreu, como ja observado
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em experimentos anteriores, uma reducdo significativa na captacdo do aspartato triciado,
mostrando, mais uma vez, a importancia da transducdo do sinal osmético no transporte de
glutamato. No entanto, a incubacdo com Gadolinio foi capaz de reverter os efeitos de reducao
da captacdo de aspartato triciado induzidos pelo meio hipertonico. Novamente, a exemplo dos
resultados obtidos com a anélise da expressdo de GFAP, ndo se pode atribuir esse efeito
somente a inibicdo dos SIC, porém esses dados reforcam as evidéncias de Sullivan e
colaboradores (2007) ja mencionadas, uma vez que relaciona a dindmica de expressdo da
proteina GFAP com o ancoramento dos transportadores de glutamato na membrana.
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9 CONCLUSAO

Em conjunto, os resultados aqui expostos revelam que os astrocitos em cultura
respondem, de forma direta, a estimulacdo osmotica, alterando a morfologia (por meio do
rearranjo do citoesqueleto e alteracdo da expressao de GFAP) e possivelmente o balango de
glutamato (por meio da reducgdo da captacdo de aspartato triciado). Esses dados reforcam a
participacdo dos astrocitos como um terceiro elemento sinaptico. Assim, podemos tracar a
hip6tese de que, em condicGes de hiperosmolalidade, os astrocitos se retraem para facilitar a
neurotransmissdo, além de possivelmente reduzir a captacdo de glutamato, favorecendo a
permanéncia deste neurotransmissor na fenda e aumentando sua probabilidade de interacdo
com a membrana pds-sinaptica ativando, assim, 0s neur6nios e a sede e/ou comportamento de
busca pela agua.

Concluimos ainda que os LTCCs desempenham um papel importante na expressao de
GFAP, preferencialmente em condi¢cdes basais ou ndo relacionadas ao estimulo osmotico. Por
outro lado, os canais TRPV1 e, principalmente, o SIC/SAC, parecem desempenhar papéis
fundamentais nos rearranjos estruturais observados nos astrécitos em resposta ao estimulo
hipertonico. Contudo, os LTCCs e os TRPV1 parecem ndo mediar as mudancas ocorridas no
transporte de glutamato em presenca de hiperomolalidade no meio de incubacgéo, ao contrario
dos SIC/SAC, que parecem estar intimamente relacionados a atividade dos transportadores
GLAST e GLT-1.
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ANEXO - Parecer Consubstanciado do CEUA/UNIFAL

MINISTERIO DA EDUCAGAO R
Universidade Federal de Alfenas . UNIFAL-MG B
Rua Gabriel Monteiro da Silva, 714 . Alfenas/MG . CEP 37130-000

o ol i St 74 Mol Unifal:

Alfenas, 08 de setembro de 2014.

Prof*. Silvia Graciela Ruginsk Leitdo

Prezada Professora;

O projeto sob sua coordenagdo, registro n° 585/2014, intitulado “Efeito da
hiperosmolalidade e da estimulagdo peptidérgica na sinalizagdo glutamatérgica em astrocitos
hipotalamicos in vitro” esta em conformidade com os principios éticos exigidos na experimentagéo
animal, tendo sido apreciado e aprovado por essa Comissdo.

Por ser verdade, firmo o presente.

Prof Dr Carlos Giovani de Oliveira Nascimento
Presidente da CEUA — Unifal-MG



