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RESUMO

Glutamato ¢ o principal neurotransmissor excitatorio secretado por neurdnios corticais, €
quando em excesso, pode ser toxico as células do Sistema Nervoso, causando danos e até
morte celular. Os astrocitos apresentam o papel fundamental de reabsorver o glutamato da
fenda sindptica, protegendo dos efeitos da excitotoxicidade. O presente estudo buscou analisar
o efeito de uma droga chamada pregabalina, que se liga aos receptores de calcio voltagem-
dependentes e com isso podem influenciar no metabolismo do glutamato. A pesquisa foi
realizada utilizando culturas primarias de astrocitos, culturas da linhagem neuronal CLU189 e
cocultura entre os dois tipos celulares, que foram submetidas a tratamentos de diferentes
concentracdes de glutamato, pregabalina ou os dois concomitantemente. Posteriormente, foi
realizado teste de viabilidade celular e imunofluorescéncia. Os resultados mostraram que a
pregabalina ndo reduz a toxicidade ao glutamato exodgeno, € a mesma parece atuar
sensibilizando as células ao glutamato ou atuar junto, de alguma forma, com o glutamato
causando mais perda celular. Mais estudos devem ser realizados a fim de elucidar os
mecanismos de acdo do farmaco.

Palavras-chave: Pregabalina; Glutamato; Astrocito; Excitotoxicidade
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ABSTRACT

Glutamate is the main neurotransmitter secreted by excitatory cortical neurons, and when in
excess, can be toxic to neural cells, causing damage and even cell death. Astrocytes play the
essential role of reabsorbing glutamate from the synaptic cleft, preventing excitotoxicity
events. The present study sought to analyze the effect of a drug named pregabalin, which
binds to voltage-gated calcium channels, and can influence on glutamate’s metabolism. The
research was conducted utilizing primary astrocyte cultures, neuronal lineage CLUI189
cultures and co-cultures of the two cell types, which were submitted to treatments of different
concentrations of glutamate, pregabalin or both. After, cell viability assays and
immunofluorescence were performed. The results showed that pregabalin does not reduce
exogenous glutamate’s toxicity, and it seems to act sensitizing the cells to glutamate, or acting
together, somehow, with glutamate causing more cell death. Further studies must be executed
in order to elucidate pregabalin’s mechanism of action.

Key words: Pregabalin; Glutamate; Astrocito; Excitotoxicity
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1. INTRODUCAO

1.1 Pregabalina

Pregabalina e gabapentina sdo farmacos estruturalmente analogos ao neurotransmissor
GABA, amplamente utilizados no tratamento anticonvulsivo, antiepiléptico, da dor
neuropatica e transtorno de ansiedade generalizada (SILLS, 2006). Ambos compartilham o
sitio de ligacdo, apesar de suas diferencas estruturais e da melhor eficacia da pregabalina em
estudos clinicos, ligam-se a subunidade auxiliar a2—-8 dos canais de calcio voltagem-
dependentes do Sistema Nervoso Central (SNC) (TAYLOR et al., 2007). O mecanismo de
acao proposto para pregabalina e gabapentina consiste na diminui¢do do influxo de célcio nos
sinaptosomas, levando a uma reducdo na liberacio de neurotransmissores, e
consequentemente, a redugdo de excitabilidade pos-sindptica (FINK et al., 2000; VAN
HOOFT et al., 2002; MICHEVA et al., 2006). Estudos mais recentes mostraram que a
gabapentina ¢ um poderoso bloqueador da formacao de novas sinapses, e realiza essa fungao
sem alterar o funcionamento dos canais de calcio. Ao ligar-se na subunidade referida, a altima
assume um tipo de conformac¢do inativa que perturba a interagdo com a trombospondina,
proteina sinaptogénica secretada por astrocitos (EROGLU, et al., 2009). Percebe-se que ainda
ndo sdo conhecidos todos os mecanismos celulares de acdo das duas drogas, possibilitando
uma variedade de estudos acerca disso.

Apesar de terem sido originalmente desenvolvidos para atuar no sistema
GABA¢érgico, Errante e Petroff (2003) mostraram que nenhum dos dois fadrmacos, em
diferentes doses, aumentou a concentracao celular de GABA no prosencéfalo de ratos. Ainda
no mesmo estudo, mostraram que pregabalina e gabapentina tém efeito significativo na
reducdo da concentracdo celular de glutamato. Em conformidade, estudos prévios mostraram

que a gabapentina modula a atividade de enzimas e transportadores que afetam o metabolismo



de glutamato, diminuindo sua concentragdo em diferentes modelos (HUTSON et al., 1998;
LIETH et al., 2001).

Essa capacidade da pregabalina de reduzir a liberagdo de neurotransmissores parece
ter efeitos minimos em condi¢des fisiologicas, mas significativamente inibe a liberagdo
excessiva de neurotransmissores € neuropeptideos ocasionada por eventos patologicos, como

hiperalgesia, inflamagdo (FEHRENBACHER, et al., 2003; PATEL, et al., 2000).

1.2 Glutamato e Excitotoxicidade

Glutamato ¢ o principal neurotransmissor secretado por neurdnios excitatorios
corticais (CURTIS & JOHNSTON, 1974), sendo essencial para o funcionamento normal do
SNC. A transmissdo sinaptica mediada por glutamato depende, além da liberagdo do
neurotransmissor por neurdnios pré-sindpticos, de receptores e transportadores, presentes nos
neurdnios pos-sinapticos e células da glia (HANSSON et al.,, 2000). Os receptores de
glutamato sdo divididos em ionotrépicos (AMPA, NMDA e receptores de cainato) e
metabotropicos. O receptor NMDA ¢ permeavel a ions de calcio, caracteristica importante de
seu funcionamento (MORI & MISHINA, 1995; GLAUM et al., 1990). Quando os receptores
sdo ativados iniciam resposta de Ca’' nas células da glia, o que ativa a liberagdo de
“gliotransmissores” (VOLTERRA & MELDOLESI, 2005).

Diferentemente de outros neurotransmissores, parece nao existir nenhuma enzima
extracelular capaz de metabolizar o glutamato. Por isso, sua retirada rapida da fenda sinaptica
depende principalmente de transportadores presentes nos tipos celulares do SNC, que mantém
as condigdes fisiologicas (ANDERSON & SWANSON, 2000).

O glutamato pode ser toxico, quando se estabelece um evento patolégico chamado de
excitotoxicidade, caracterizado pela estimulagdo excessiva de receptores de glutamato,

levando a danos e morte celular (OLNEY, 1969). A excitotoxicidade glutamatérgica ¢ um



mecanismo caracteristico de doengas neurodegenerativas como doenga de Alzheimer,
esclerose lateral amiotréfica, esclerose multipla, doenca de Parkinson, doenca de Huntington,
além de outros quadros como abstinéncia de alcool, epilepsia, acidente vascular cerebral e
perda auditiva (MEHTA, et al., 2012).

Praticamente todas as classes de receptores ja foram relacionadas a morte celular
promovida por excitotoxicidade, porém os receptores NMDA destacam-se como principais
devido a sua elevada permeabilidade ao Ca** (KROEMER, et al., 2007). Devido a
possibilidade de toxicidade do glutamato, sua remogdo do espago extracelular ¢ fundamental,
e a captagdo por astrdcitos ¢ quantitativamente a mais importante para manter condi¢des
ideais de concentragdo de glutamato (ROTHSTEIN et al., 1996), e pode ser mediada por dois
tipos principais de transportadores: GLAST e GLT-1 (ANDERSON & SWANSON,
2000).Uma vez captado pelo astrdcito, o glutamato pode ter varios destinos. O principal deles
¢ o uso direto para a formagdo de glutamina, através da enzima glutamina sintetase. Esse
processo ¢ essencial para o metabolismo do glutamato, pois a glutamina ¢ entdo liberada pelos
astrocitos e captada pelos neurdnios, que a transformam em glutamato novamente
(MCKENNA, 2007).

Aparentemente, astrocitos sao menos vulneraveis ao excesso de glutamato extracelular
quando comparados a neurdnios (BECERRA-CALIXTO & CARDONA-GOMEZ, 2017),
mas isso ndo impede que a excitotoxicidade glutamatérgica ocasione a morte dos mesmos
(DAVID et al., 1996). Nesses eventos, os astrocitos assumem um estado reativo caracterizado
pela hipertrofia da célula, alteracdo na expressao e atividade dos receptores de glutamato e da
enzima glutamina sintetase. Assim, € possivel notar a amplitude dos efeitos do excesso de
glutamato exdgeno, que permeiam desde os neurdnios até as células da glia, acometendo

diferentes etapas do metabolismo do glutamato.



Tendo em vista a acdo dos astrdcitos sobre o glutamato, esse trabalho pretendeu
analisar o possivel efeito da pregabalina na toxicidade de glutamato exogeno, visto que o
mecanismo de acdo da pregabalina consiste principalmente na diminui¢do do influxo de
calcio nos tipos celulares do SNC, podendo ter efeito na liberag@o e captagcdo de glutamato, e,
dessa forma, contribuir em elucidar os mecanismos de agcdo da pregabalina e possiveis novas

aplicagdes farmacologicas para a mesma.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar o efeito da pregabalina sobre a toxicidade de glutamato extracelular em
culturas de células.

2.2 Objetivos especificos
e Identificar a concentragdo de glutamato extracelular suportada em culturas de astrécitos
corticais, neurdnios hipotalamicos imortalizados (linhagem CLU189) e em sistema de
cocultura.
e Verificar se altas concentracdes de pregabalina oferecem toxicidade em culturas de
astrocitos, neurdnios hipotalamicos imortalizados (linhagem CLUI189) e em sistema de
cocultura.
e Analisar se a pregabalina influencia a viabilidade de células em situagdo de

excitotoxicidade ao glutamato.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultura primaria de astrodcitos corticais

Astrocitos corticais foram extraidos de neonatos de ratos Wistar com até dois dias de
vida (CEUA 063/17). Para tanto, trés neonatos foram decapitados e tiveram seus encéfalos
extraidos e alojados em tampao Flush (tampdo fosfato sem calcio e magnésio, pH 7.4,
Cultilab), posteriormente, as meninges foram delicadamente removidas e a substincia branca
desprezada. Os cortices foram segmentados com microtesoura e colocados em tripsina 0,25%
(Sigma-Aldrich) por dez minutos a temperatura de 37°C. Ap6s, foi realizado bloqueio da agdo
da enzima com soro fetal bovino (SFB, Cultilab) e o sobrenadante foi centrifugado por dez
minutos a 1.300 RPM. O precipitado foi homogeneizado com 1 mL de meio de cultura
DMEM (meio de Eagle modificado por Dulbecco, Cultilab) adicionado com antibidtico 1% e
SFB 10% e langadas em garrafas de culturas de 25cm? (KASVI) cultivadas em incubadora
(Nuare) a 37°C em atmosfera com 5 % de CO», com troca de meio realizada a cada 48 horas
at¢ atingirem 80% de confluéncia. Foram realizados trés repiques a fim de purificar as
culturas e, apds o terceiro repique, as células foram descoladas com tripsina e semeadas em
placas de 96 pocos (10* células por poco) para a realiza¢io dos tratamentos.

As células foram divididas em trés grupos. O primeiro grupo foi o controle negativo
(sem glutamato e sem pregabalina: G™°); o segundo grupo tratado com glutamato (G¥¢°), e, o

terceiro grupo foi tratado com pregabalina (G™P).

3.2 Cultura de neuronios (linhagem CLU189)

A linhagem celular CLU189 (Origem: Banco de células do Rio de Janeiro) foi
imortalizada a partir de neur6nios hipotalamicos de camundongos e doadas para a realizagdao
deste trabalho pelo Centro de Pesquisa em Obesidade e Comorbidades da Unicamp. Estas

células expressam os mesmos receptores, enzimas e demais componentes biologicos



envolvidos no metabolismo do glutamato que neuroénios primarios, viabilizando sua utilizagdo
neste estudo.

As células foram descongeladas e apds expansdo da linhagem foram divididas em
quatro grupos. O primeiro grupo foi o controle negativo (sem glutamato e sem pregabalina: G
"); o segundo grupo tratado com glutamato (G¥°); o terceiro grupo foi tratado com pregabalina
(G™); e, o quarto grupo foi tratado concomitantemente com glutamato e pregabalina (G&P).

A fim de avaliar a resposta desse tipo celular ao glutamato exdgeno, visto que demais
linhagens neuronais apresentam especificidades quanto a concentragdo de glutamato
necessaria para o estabelecimento de um evento de excitotoxicidade (SUN, et al., 2010;
HOUNOUM et al., 2016; DAR, et al., 2018), diferentes concentracdes de glutamato foram

testadas.

3.3 Cocultura astrocitos e neurdnios

A fim de avaliar a acdo da pregabalina em astrdcitos em condigdes que simulem sua
interacdo com neuronios in vivo foi utilizada cocultura entre astrocitos corticais € neuronios
da linhagem CLU189. As células foram adicionadas ao mesmo tempo em placas de 96 pogos

na propor¢ao de 1:2 (astrécito:neurdnio). Apds 24h de cultivo iniciaram-se os tratamentos.

3.4 Tratamentos
3.4.1 Teste para toxicidade ao glutamato
Apdés as células atingirem 90% de confluéncia, L-glutamato monossédico
monohidratado (Synth) diluido em DMEM foi adicionado em diferentes concentragdes. As
concentracdes utilizadas foram 100uM, 200puM, 400uM, 800puM, 1600puM, 3200uM,
62,5mM, 125mM, 25mM e 500mM para os neurdnios; 100uM, 200uM, 250mM e 500mM

para os astrocitos(alguns testes ndo mostrados); e, para as coculturas, foram usadas apenas as



concentragdes de 250mM e 500mM.O tempo de tratamento foi de 24 horas.Essas
concentracdes foram escolhidas mediante consulta em literatura (JAYARAM et al., 2013) e

testes pilotos em nosso Laboratodrio.

3.4.2 Teste para toxicidade a pregabalina
A administracdo de pregabalina (Lyrica™) foi em DMEM nas concentra¢des de 1mM,
47mM e 94mM (HENDRICH et al., 2012) para todas as culturas. O tempo de tratamento foi

de 24h.

3.4.3 Interacgao pregabalina e glutamato sobre as células
O tratamento com pregabalina juntamente com o glutamato sobre os neurdnios
recebeu apenas a concentracdo de ImM de pregabalina variando a concentragdo de glutamato
entre 62,5mM e 500mM.Nas coculturas foram feitas associagdes entre glutamato

(concentragdes:250mM e 500mM ) e pregabalina (concentracdes: ImM e 47 mM).

3.5 Teste de viabilidade celular com Alamar Blue®

A resazurina, conhecida comercialmente por Alamar Blue (Invitrogen) ¢ um indicador
de oxidagao-reducao que pode ser reduzido intracelularmente permitindo uma avaliacdo da
atividade celular metabolica. Assim, a analise da alteragao por espectrometria do Alamar Blue
¢ um método rapido, sensivel e ndo-tdxico para analisar a viabilidade celular. Apds os
tratamentos previamente citados, foram adicionados as culturas 100pL de solu¢io de DMEM
com 10% de Alamar Blue. As placas foram incubadas no escuro a 37°C por 4 horas para
permitir que a resazurina fosse convertida em resorufina. Apos o periodo, foram realizadas
asleituras de absorbancia a 570 nm e 630 nm para determinar o percentual de reducao

conforme a formula:



Em que Ol é o coeficiente de redugdo em 570nm (80586); O2 o
(02xA1) - (01xA2) x100 coeficiente de redugdo em 630nm (34798); Al é a absorbancia do

(0O2xP1)-(O1xP2) grupo experimental em 570nm; A2 é a absorbancia do grupo
experimental em 630nm; Pl ¢é a absorbancia do grupo controle

(DMEM) em 570nm; A2 ¢ a absorbancia do grupo controle em 630nm.

Posteriormente aos célculos foram feitas as médias e erro padrao dos grupos e graficos

foram plotados com os resultados e andlises estatisticas para comparagao entre os tratamentos.

3.6 Imunofluorescéncia

Apbs o estabelecimento dos tratamentos, o meio foi retirado, as células foram lavadas
com PBS, fixadas com metanol gelado por 20 minutos ¢ novamente lavadas. O excesso de
PBS foi removido e em seguida, as células foram bloqueadas com PBS-SFB (10%, 0.02%
Triton X-100) também em temperatura ambiente por uma hora.

As células foram marcadas com dois anticorpos primadrios: anticorpo monoclonal de
cabra anti-GFAP (Santa Cruz, 1:100), e policlonal camundongo anti-sinaptofisina (Imuny,
1:100). Foram entdo incubadas a 4°C por 12 horas. GFAP ¢ uma proteina de filamento
intermedidrio de astrocitos, € por isso utilizada como marcador da atividade celular, enquanto
a sinaptofisina ¢ uma proteina da membrana das vesiculas com neurotransmissores e estd
presente em neurdnios. Posteriormente, as células foram lavadas e marcadas com o anticorpo
secundario anti-coelho (AlexaFluor 594, vermelho) e anti-camundongo (AlexaFluor488,
verde) (Jackson Laboratories, 1:300), e novamente incubadas em camara escura, temperatura
ambiente, por uma hora. Posteriormente, as células foram lavadas e acondicionadas em
geladeira com glicerol/PBS (1:1). As culturas foram observadas e documentadas em

microscopio de fluorescéncia (TS-100, Nikon) acoplado a cAmera digital (Opticam 12MP).



4. RESULTADOS
4.1 Pregabalina e glutamato danificam astrocitos corticais, neuroénios CLU189 e
cocultura apenas em altas concentracoes
O teste de viabilidade por Alamar Blue indicou um efeito dose-dependente para os
tratamentos de glutamato e pregabalina em todas as culturas. Houve diminuicdo na
porcentagem de células vidveis para os tratamentos de pregabalina nas concentracdes de 47 e
94mM para todas as culturas. Ja nos tratamentos de glutamato, isso ocorreu nas concentragdes
de 250 e 500mM para os astrocitos (glulOOuM = média 108,2% de sobrevida celular;
glu200uM = 103,5%; glu250mM = 98,3%; gluS00mM= 76,6%; pgblmM = 102,4%;
pgb47mM = 85,8%; pgb94mM = 79,3%); e, somente na de 500mM nas culturas de CLU189
(glu62,5mM = média 103,3% de sobrevida celular; glul25mM = 93,4%; glu250mM =
91,07%; gluS00mM= 77,6%; pgblmM = 112,4%; pgb47mM = 84,1%; pgb94mM = 72,9%).
Nas coculturas o0 mesmo padrao de resposta foi seguido, com toxicidade a concentragdo de

500mM de glutamato e as duas concentragdes mais elevadas de pregabalina (glu250mM =

média 102,2% de sobrevida celular; gluS00mM= 74,9%; pgblmM = 101%; pgb47mM

93,7%; pgb94mM = 78,8%) (Figura 1).
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Figura 1: Teste de viabilidade celular em astrocitos (A), neurénios CLU189 (B) e (C) cocultura tratados com
glutamato (barras cinza clara) ou pregabalina (barras cinza escura). Teste Anova com poés-teste de Bonferroni,
testes realizados separados para os diferentes tratamentos: * ou # P<0,05, ** ou ## P<0,01, em relagdo ao

controle (barra branca).

4.2 Pregabalina (1ImM) nio reverte a perda celular causada pela concentracio
exdgena de glutamato na linhagem neuronal CLU189
O teste de viabilidade celular por Alamar Blue na linhagem neuronal CLU189
submetida a diferentes concentracdes de glutamato e tratada com pregabalina na concentragao
de 1mM foi avaliada (Figura 2). Essa concentragdo foi escolhida visto que foi a unica
concentracao testada da droga que ndo foi toxica para os neurdnios CLU189 (Figura 1B).
Percebeu-se relacdo direta entre a concentracdo de glutamato e a perda celular, em
concordancia com os resultados anteriormente apresentados na Figura 1B. Portanto,

pregabalina na concentracdo de ImM parece ndo ter efeito nesses neurdnios, ou o efeito ¢
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insignificante, visto que o tratamento conjunto com a mesma ndo reduziu a perda celular
esperada quando comparamos com os resultados apresentados na Figura 1B (glul25mM =
média 93,4% de sobrevida celular e glul25mM+pgb= 93,0%; glu250mM = 91,0% e
glu250mM+pgb= 87,2%; gluS00mM= 77,6% e gluS00mM + pgb= 80,3%). Nesse ultimo,

apesar de existir uma diferenga numérica de 3%, essa nao foi significativa (Mann Whitney, P

=0,33).
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Figura 2: Teste de viabilidade celular em neurénios tratados com glutamato e pregabalina, concomitantemente.

Teste Anova com pos teste de Bonferroni, * P<0,05, ** P<0,01.

4.3 Interacdo da pregabalina e glutamato em cocultura de astrocitos e linhagem
neuronal CLU189

O teste de viabilidade celular por Alamar Blue na cocultura submetida a diferentes

concentracdes de glutamato e pregabalina concomitantemente foi avaliado (Figura 3A). Duas

concentragdes de glutamato foram testadas: 250 e 500 mM, visto que nos testes anteriores

essas ocasionaram significativa perda celular, e apresentam assim, toxicidade. Duas

concentragdes de pregabalina também foram testadas: 1 e 47 mM. Apesar de ter sido testada

anteriormente, ndo foi possivel utilizar a concentragao de 94 mM no tratamento conjunto com
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glutamato, visto que essa foi a méxima concentracdo possivel a partir da diluicdo da
pregabalina em DMEM.

Avaliando a Figura 3A, percebe-se que de modo similar aos resultados apresentados
anteriormente, a concentragdo de glutamato de 500mM foi mais téxica do que a concentragdo
de 250mM, mesmo quando associada a diferentes doses de pregabalina. Ao comparar o
tratamento de glutamato 500 mM e pregabalina 47 mM (Figura 3A) com o resultado do
glutamato 500mM sem pregabalina (Figura 3B), percebeu-se que a pregabalina 47mM nao
modifica a resposta ao glutamato. Ainda, continuando a comparar o grafico da Figura 3B ¢ a
Figura 3A, notou-se que a pregabalina na concentragcdo de 1 mM parece sensibilizar as células
ao glutamato ou atuar junto, de alguma forma, com o glutamato causando mais perda celular.
Pode-se conferir as médias dos grupos: glu250mM = média de sobrevida na cocultura de
102,2%, glu250mM + pgb ImM = 98,6%, glu250mM + pgb 47mM = 87,0%(pgb1mM nao foi
toxica para cocultura= 101,0%, pgb47mM= 93,7%) ; gluS00mM = média de sobrevida na
cocultura de 74,9%, gluS00mM + pgb1mM = 43,7%, gluS00mM + pgb47mM = 76,6%.
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4.4 Expressao de GFAP e sinaptofisina nas coculturas

A expressao de GFAP (marcador de astrocitos, em verde) e sinaptofisina (marcador de
neurdnios, em vermelho) foi observada através da técnica de imunofluorescéncia nos grupos
controle - células apenas com meio de cultura DMEM (Figura 4A), glutamato em
concentracdo de 500mM (Figura 4B), pregabalina na concentracio ImM (Figura 4C),
pregabalina na concentragdo de 47mM (Figura 4D), tratamento conjunto entre glutamato
500mM e pregabalina 1mM (Figura 4E), e, tratamento conjunto entre glutamato 500mM e
pregabalina 47mM (Figura 4F) nas coculturas.

Percebeu-se uma variacdo no niumero total de células observadas condizente com os
resultados obtidos nos testes de toxicidade. Dentre os tratamentos aplicados na cocultura,
aqueles ndo toxicos foram o grupo controle e o tratamento com pregabalina na concentragao
de ImM (média de 101% de sobrevida celular), sendo, nesses grupos (Figura 4A e 4C)
observados o maior numero de células, tanto astrocitos quanto neuroénios, quando comparados
com os demais tratamentos. De modo similar, o tratamento mais toxico, tratamento conjunto
de glutamato 500mM e pregabalina ImM (média de 43,7% de sobrevida celular), apresentou
o menor numero de células (Figura 4E). Os tratamentos com toxicidade moderada, glutamato
500mM (média de 74,9%), pregabalina 47mM (média de 93,7%), e glutamato 500mM e
pregabalina 47mM (média de 76,6%), apresentaram quantidade de células intermedidria
comparado com os grupos ja mencionados, também concordando com os resultados anteriores
(Figuras 4B, 4D e 4F respectivamente).

Também foi possivel comparar a morfologia das cé¢lulas de cada grupo, e ainda,
relacionar com os resultados anteriores. Ao analisar a marca¢do por GFAP, percebeu-se que
nos grupos cujo tratamento ndo foi toxico (Figuras 4A e 4C), os astrocitos corticais
apresentaram sua morfologia tipica com varios prolongamentos citoplasmaticos (setas brancas

na figura), semelhantes ao formato de uma estrela, enquanto que nos demais grupos,
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apresentaram pouco ou nenhum prolongamento (cabeca de setas), e uma marcagdo mais
intensa no corpo celular, podendo representar uma célula murchando, como ocorre no
processo de morte. Esses resultados sao condizentes com as caracteristicas em condigdes de

estresse ou patologicas, como por exemplo, excitotoxicidade glutamatérgica.

Figura 4: Expressdo de GFAP e sinaptofisina nos diferentes tratamentos em cocultura. Astrécitos sdo mostrados
em verde e neurdnios CLU189 em vermelho. Grupo controle- DMEM (A), glutamato 500mM (B), pregabalina
ImM (C), pregabalina 47mM (D), tratamento conjunto entre glutamato 500mM e pregabalina 1mM (E), e

tratamento conjunto entre glutamato 500mM e pregabalina 47mM (F).Escala = 100 uM.
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5. DISCUSSAO

O presente trabalho mostrou que a pregabalina, em diferentes concentragdes, nao tem
efeito protetor na toxicidade promovida pela adicdo de glutamato em cultura celular de
astrocito e linhagem neuronal CLU189, ndo reduzindo a perda celular nessas condi¢des. A
concentracdo de glutamato extracelular suportada foi levemente diferente na cultura de
astrocitos quando comparada a cultura da linhagem neuronal CLUI89 e ao sistema de
cocultura. Ocorreu perda celular significativa, caracterizando evento de toxicidade, na
concentracao de 250mM e 500mM para os astrocitos, mas apenas em 500mM para as outras
duas culturas.

Adicionalmente, foi verificado que a pregabalina em altas concentragdes oferece
toxicidade as culturas, as concentracdes de 47mM e 94mM ocasionaram significativa perda
celular nos trés tipos de cultura. A pregabalina em concentracdo nao toxica (1mM) nao foi
capaz de reverter a toxicidade ocasionada pelo glutamato adicionado em cocultura. O
tratamento com o firmaco na concentragdo de 47 mM de glutamato nio reduziu a perda
celular ocasionada pelo glutamato na concentracdo de 500 mM, uma vez que a média de
viabilidade celular sem a droga foi estatisticamente similar. Ja na concentragdo de 1 mM, em
conjunto com glutamto 500 mM, a pregabalina agravou a perda celular. Os resultados
encontrados nao sao suficientes para confirmar se a pregabalina nas condi¢des descritas age
diretamente nos astrdcitos, ou ainda, se seu mecanismo de a¢do ocorra via interagdo com oS
canais de célcio dependentes de voltagem. Sugere-se a partir dos resultados obtidos, que a
pregabalina parece atuar sensibilizando as células ao glutamato, ou, atuar em conjunto, de
alguma forma, com o glutamato, amplificando seu efeito toxico.

Na literatura existem raros registros do efeito da pregabalina em astrocitos, mas um
deles, traz possiveis explicacdes para os resultados encontrados no presente estudo.

Yoshizumi et al.(2012) mostraram que a gabapentina, firmaco andlogo a pregabalina, induziu
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a liberagdo de glutamato por astrocitos. Através da inducdo do aumento do cotransporte de
glutamato e Na' pelos transportadores de glutamato presentes nos astrocitos, ocorreu a
indu¢do subsequente do influxo de cdlcio nessas células, o que facilitou a liberacdo de
glutamato Ca**- dependente pelos astrécitos. Considerando que os resultados do estudo aqui
presente indicaram aumento da toxicidade quando a pregabalina ¢ associada a altas
concentracdes de glutamato, esse efeito poderia ser explicado pela inducao da liberagdo de
glutamato ocasionada pela pregabalina, agravando o evento de excitotoxicidade.

Também foi possivel visualizar no presente estudo a mudanga morfologica nos
astrocitos em cocultura cujos tratamentos eram toxicos (glutamato em concentragdo de
500mM, pregabalina na concentracao de 47mM, tratamento conjunto entre glutamato 500mM
e pregabalina ImM, e, tratamento conjunto entre glutamato 500mM e pregabalina 47mM).
Nesses grupos, os astrocitos apresentaram pouco ou nenhum prolongamento, € uma marcagao
mais intensa no corpo celular, podendo representar uma célula murchando, como ocorre no
processo de morte. Por outro lado, Reznikov et al. (2007) apontaram que essa atrofia dos
astrocitos poderia estar relacionada a uma consequente diminui¢gdo na expressao dos
transportadores de glutamato presentes nessas células, reduzindo a capacidade de retirada de
glutamato do meio extracelular. Pode-se, entdo, também supor que a pregabalina quando atua
junto ao glutamato corrobora para a diminui¢ao da expressao de transportadores de glutamato
nos astrocitos, agravando a toxicidade do glutamato e a perda celular.

Claramente existem questdes a serem exploradas acerca da acdo da pregabalina, em
especial sua relagdo com o neurotransmissor glutamato. A capacidade dessa droga em ligar-se
a subunidade auxiliar 02—0 dos canais de calcio voltagem-dependentes do SNC ndo explica
por si os efeitos clinicos da aplicacdo da droga, sugerindo mecanismos celulares de agdo
adicionais (LYNCH, et al., 2006).A fim de expandir os resultados aqui discutidos, ¢ estudar

em maior profundidade o efeito da pregabalina, um préximo passo seria realizar a
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quantificagdo de glutamato no meio externo antes e depois do tratamento com pregabalina,
tanto para culturas de astrocitos corticais quanto coculturas. Também seria condizente avaliar
possiveis etapas do metabolismo do glutamato em que a pregabalina pode atuar, bloqueadores
dos transportadores GLAST e GLT-1, dos canais de cdlcio voltagem-dependentes e até
mesmo dos diferentes receptores de glutamato poderiam ser utilizados para avaliar de modo
mais preciso o mecanismo de acdo da pregabalina em astrécitos submetidos a
excitotoxicidade glutamatérgica.

Além disso, outras questdes podem ser abordadas em estudos futuros para melhor
compreensao dos dados apresentados. Considerando a importancia da utilizagdo de coculturas
para melhor simulacdo da interacdo entre astrocitos e neurdnios in vivo, pode-se utilizar
neurdnios primarios ao invés de linhagens neuronais, uma vez que a ultima ¢ mais resistente e
apresenta sutis diferencas morfologicas e fisiologicas, que podem interferir nas respostas da
célula frente a um estressor, ou, outras estratégias de cultivo celular, como culturas
organotipicas (fatias de cérebro, medula espinhal, etc), ou, o tratamento in vivo. Través dessas
diferentes técnicas, outras ferramentas de analises podem ser pensadas, como a técnica de
voltametria ou microdialise, sendo essa Uultima mais comum e caracterizada pelo
monitoramento de mudangas quimicas no ambiente neuronal de murinos enquanto estdo

acordados e em movimento (MURAKAMI et al., 2015).
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6. CONCLUSOES

Glutamato passa a ser toxico para culturas de astrdcitos corticais a partir de 250mM,
enquanto que para neurdnios hipotalamicos imortalizados (CLU189) e sistema de

cocultura isso ocorre a 500mM.

Pregabalina passa a ser toxica nas concentragdes de 47 ¢ 94 mM em culturas de astrocitos

corticais, neurdnios hipotalamicos imortalizados (CLU189) e sistema de cocultura.

Pregabalina em dose ndo toxica (ImM) ndo reduz a perda celular ocasionada pela

toxicidade ao glutamato.

Em tratamento conjunto com glutamato 500mM, pregabalina (47 mM) diminuiu a perda

celular quando comparada a acdo da droga em menor concentracao (ImM).

Pregabalina na concentracdo de 1 mM parece atuar sensibilizando as células ao glutamato

ou atuar junto, de alguma forma, com o glutamato, causando mais perda celular.
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