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Acetil-L-Carnitina como neuroprotetor na excitotoxicidade do glutamato
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Resumo

Introducao: A excitotoxicidade consiste na ativagao
excessiva de recetores de glutamato, causada pela
acumulacdo extracelular deste neurotransmissor. A
ativacdo dos recetores de glutamato promove o aumento
excessivo da concentracdo intracelular de célcio e morte
neuronal associada a ativacao de protéases como calpainas
e caspases - acontecimentos tipicos de patologias como
isquémia cerebral, Alzheimer, Parkinson e Huntington.
A acetil-L-carnitina (ALC) é um éster da L-carnitina com
funcdes neuroprotetoras, mas o mecanismo envolvido
permanece desconhecido [1,2,3]. Objetivos: A finalidade
deste projeto é estudar o efeito da acetil-L-carnitina,
dependente da concentragdao, na morte celular induzida
por estimulo excitotéxico de glutamato em neurénios de
hipocampo em cultura, e perceber quais 0s mecanismos
envolvidos na neuroproteccdo. Material e Métodos:
Estudou-se o efeito da ALC, em diferentes concentracgoes,
em culturas primarias de neurénios do hipocampo de
embibes de ratos E18 Wistar. A viabilidade celular foi
avaliada por microscépia otica de fluorescéncia (Zeiss
Axioskop) utilizando o corante nuclear Hoechst 33342,
sendo calculada a percentagem de células mortas, e os
resultados foram apresentados como a média + erro
padrao médio, de seis a oito experiéncias diferentes
independentes. Os niveis de expressao de proteinas foram
determinados por western blot, os niveis de proteina total
no extrato foram quantificados pelo método do BCA,
separada por electroforese e analisadas usando anticorpos

especificos para a clivagem de espectrina por calpainas e
uma proteinaassociada a sinapse glutamatérgica (VGLUT2)
[4, 5], sendo determinada a atividade da peroxidase por
quimioluminescéncia (ChemiDoc e BioRad) e quantificada
comoprogramalmagelab.Naandliseestatisticafoiutilizada
ANOVA de uma via, seguida de teste de comparagao
multipla de Tukey (n.s. ndo significativo, *** p< 0,001, **
p< 0,01, * p< 0,05). Resultados: Foi demonstrado que: a
incubacdo com 100 uM ALC promoveu uma diminuicdo
significativa da morte celular induzida por glutamato; o
estimulo excitotéxico de glutamato induz a clivagem da
espectrina por calpainas, e a incubacao com 100 uM ALC
parece aumentar a formacéao do produto de clivagem por
calpainas. Na incubagao com glutamato versus o controlo,
verificou-se ainda diminuicdo da expressdao de VGLUT2,
responsavel pela libertacdo do glutamato para a fenda
sindtica, sendo clivado por calpainas em condicdes de
excitotoxicidade. podendo as calpainas, nesta situacgao,
atuar como neuroprotetoras ao diminuir a quantidade
de glutamato libertado [5]. Conclusées: O mecanismo
da inibicdo da excitotoxicidade pela ALC, embora ainda
pouco caraterizado, pode ser relevante na lesdo cerebral
aguda e nas doencas neurodegenerativas cronicas. No
entanto, é fundamental clarificar o mecanismo utilizado
pela ALC ao diminuir a morte neuronal nestas condicoes,
sendo importante aprofundar o papel desta nas calpainas
e perceber de que forma estas atuam sobre a sinapse
glutamatérgica e citoesqueleto.
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