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RESUMO 

Rutina é um flavonoide glicosilado que apresenta diversas atividades biológicas 

incluindo anti-inflamatória, antitumoral e efeitos farmacológicos promissores no 

sistema nervoso central (SNC). A morte neuronal induzida por excitotoxicidade 

glutamatérgica está presente em diversas doenças e envolve diversas alterações 

celulares, incluindo danos mitocondriais. Para prevenir a excitotoxicidade, o 

glutamato é removido pelos astrócitos e convertido em L-glutamina, através da ação 

da glutamina sintetase (GS). O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos 

neuroprotetores da rutina com vistas na proteção mitocondrial e modulação de 

proteínas envolvidas na detoxificação do excedente de glutamato pelos astrócitos.. 

Estudos de efeitos neuroprotetores foram realizados em dois modelos de estudo do 

SNC: culturas organotípicas de cérebro de ratos Wistar neonatos (P8) expostas ao 

glutamato (60 mM) por 24 h, concomitantemente a tratamento com rutina (0.5 – 1 

µM) e culturas primárias mistas de células isoladas do cerebelo de ratos Wistar (P8) 

expostas ao glutamato (10 mM) por 24 h e iniciado 4 h antes do tratamento com 

rutina (0,5 µM).  A viabilidade celular e os níveis de expressão de GS, de GLAST e 

de GLT1 em cultura organotípica cortical foram avaliados por captação de Iodeto de 

Propídio (IP) e Western blotting, respectivamente. A viabilidade neuronal em culturas 

primárias de cerebelo foi avaliada por coloração com Fluoro-Jade B. Além disso, a 

proteção mitocondrial pela rutina foi avaliada através do potencial de membrana e 

análise de produção ERO, usando safranina O e Amplex Red como sondas, 

respectivamente, em mitocôndrias isoladas a partir do encéfalo de ratos Wistar 

adultos expostas à rotenona. Na cultura organotípica, os nossos resultados 

mostraram que o glutamato (60 mM) induziu o aumento da intensidade de 

fluorescência relativa ao IP incorporado, que foram reduzidos em tratamentos com 

0,5 µM e 1 µM de rutina. Ainda, foi demonstrado que rutina induziu aumento na 

expressão de GS e GLAST em tratamentos concomitantes com glutamato. Em 

culturas primárias de cerebelo, os nossos resultados mostraram que o glutamato (10 

mM) induziu o aumento no número de células Fluoro-Jade B positivas, que não foi 

reduzido por pós-tratamento com rutina (0,5 µM). Em mitocôndrias isoladas 

observamos que a rutina (10 µM) reduziu a dissipação do potencial de membrana e 

reduziu a produção de ERO. Conclui-se que a rutina é um agente neuroprotetor com 

potencial para prevenir a excitotoxicidade induzida por glutamato e sugere-se que 

esse efeito envolve proteção mitocondrial e regulação do metabolismo do glutamato 

por astrócitos. No entanto, mais estudos são cruciais, a fim de elucidar o mecanismo 

molecular de neuroproteção induzida por rutina contra danos causados por 

glutamato e compreender o papel das células gliais, especialmente astrócitos na 

bioatividade de rutina. 

Palavras-chave: glutamato, excitotoxicidade, rutina; neuroproteção 
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ABSTRACT 

 

Rutin is a glycosylate flavonoid that has various biological activities, including anti-

inflammatory action, antioxidant, antitumoral and promising pharmacological effects 

on CNS. Neuronal death induced by glutamate excitotoxicity is present in several 

diseases and involves various cellular dysfunctions, including mitochondrial damage. 

glutamine through the action of glutamine synthetase (GS). The aim of this study was 

to evaluate the neuroprotective effects of rutin with a focus on mitochondrial 

protection and modulation of proteins associated with glutamate excess detoxification 

by astrocytes. Studies of neuroprotective effects were performed in two CNS study 

model: brain organotypic culture from newborn (P8) Wistar rats exposed to glutamate 

(60 mM) for 24h, concomitantly to rutin treatment (0.5 – 1 µM), and mixed primary 

culture of cells isolated from the cerebellum of P8 Wistar rats exposed to glutamate 

(10 mM) for 24h and started 4h before rutin treatment (0.5 µM). Cell viability and GS 

expression levels in brain organotypic culture were assessed by Propidium Iodide 

(PI) uptake and Western blot, respectively. Neuronal viability changes in cerebellar 

primary cultures were assessed by Fluoro-Jade B staining. Moreover, mitochondrial 

protection by rutin was evaluated by membrane potential and ROS production 

analysis, using safranine O and amplex red as probe, respectively in isolated 

mitochondria from cortex of Wistar adult rats exposed to rotenone. In organotypic 

culture, our results demonstrated that glutamate (60mM) induced increase of 

fluorescence intensity on the IP uptake, that was reduced by 0.5 µM and 1µM rutin 

treatment. Furthermore, It was demonstrated that rutin – glutamate  concomitant 

treatment induced increase of GS and GLAST expression. In cerebellar primary 

cultures, our results demonstrated that glutamate (10mM) induced increase in the 

number of Fluoro-Jade B positive cells, that was not reduced by rutin (0.5 µM) pos-

treatment. In addition, on isolated mitochondria, we observed that rutin (10 µM) 

reduced membrane potential dissipation and reduced ROS production. We conclude 

that rutin is a neuroprotective agent to prevent excitotoxicity and suggested that this 

protective effect involves mitochondrial protection and astrocytic metabolism of 

glutamate. However, more studies are crucial in order to elucidate the molecular 

mechanism of neuroprotection induced by rutin against damage induced by 

glutamate and understand the role of glial cells, especially astrocytes on bioactivity of 

rutin. 

Keywords: Glutamate, excitotoxicity, rutin; neuroprotection  
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1. INTRODUÇÃO 

 

 A excitotoxicidade glutamatérgica é um evento que pode desencadear a 

morte neuronal no SNC de mamíferos e está presente em diversas doenças 

neurodegenerativas de caráter progressivo lento, como a Doença de Parkinson (DP) 

e Alzheimer (DA) (Caudle e Zhang, 2009; Campos-Peña e Meraz-Ríos, 2014) ou de 

caráter súbito, como acidente vascular cerebral (Rothman, 1984). A elevada 

concentração do neurotransmissor glutamato leva a ativação dos receptores 

ionotrópicos e metabotrópicos, o que proporciona o aumento da concentração de 

cálcio intracelular levando a ativação de proteases e fatores pró-apoptóticos, 

produção de espécies reativas de oxigênio, peroxidação lipídica e disfunção 

mitocondrial resultando em neurodegeneração (Martin, 2010; Kritis et al., 2015; 

Amani et al., 2016) 

 A busca por fármacos que proporcionem a homeostase fisiológica e 

protejam ou regulem as cascatas de sinalização intracelular de morte neuronal é 

importante. Neste sentido, compostos derivados de vegetais como alcaloides e 

flavonoides têm se mostrado eficientes na manutenção da sobrevivência celular em 

cultura de células gliais e neuronais. Os flavonoides em particular apresentam um 

grande efeito neuroprotetor, anti-inflamatório e antioxidante  (Middleton e 

Kandaswami, 1992; Rice-Evans et al., 1997). Flavonoides são substâncias que 

apresentam compostos polifenólicos complexos, sendo dois anéis aromáticos e um 

heterociclo oxigenado, os quais fazem parte de uma família com mais de 4.000 

diferentes substâncias listadas até a presente data. Eles são classificados em 

flavanóis, flavanonas, antocianidinas, flavonas e flavonóis, grupos estes os quais se 

diferenciam um do outro pela variação do número e posição do grupamento 

hidroxila, por modificações nos núcleos e pelo grau de metilação e glicosilação 

(Harborne e Williams, 2000).  

 A rutina é um flavonoide que se destaca pela ação biológica devido à sua 

glicosilação e está classificada dentro do subgrupo flavonol. Este flavonoide tem 

demonstrado, não só ação antioxidante e anti-inflamatória, como descrito na 

literatura para outros flavonoides do mesmo grupo, como também ação direta em 

células do sistema nervoso central, com efeitos farmacológicos promissores (Hodek 

et al., 2002; Silva et al., 2008; Krizkova et al., 2009; Freitas et al., 2011). 
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 Tendo em vista a grande variedade de compostos naturais com potencial 

efeito benéfico à saúde humana, torna-se plausível a bioprospecção de moléculas 

biologicamente ativas com potencial neuroprotetor, que estejam presentes na 

alimentação humana. Neste sentido, no atual trabalho buscamos avaliar o efeito 

neuroprotetor do flavonoide rutina em modelos in vitro de excitotoxicidade 

glutamatérgica. 

 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 PRINCIPAIS COMPONENTES CELULARES DO SISTEMA NERVOSO 

CENTRAL (SNC) ENVOLVIDOS NA CITOTOXICIDADE GLUTAMATÉRGICA 

 

O sistema nervoso central (SNC) é formado por células altamente 

específicas, com muitas funções definidas. A protagonista delas é o neurônio, célula 

dotada de axônio, responsável pela emissão de sinais e de diversos dendritos, 

responsáveis pela captação de sinais entre os neurônios (Araque e Navarrete, 2010; 

Stiles e Jernigan, 2010). O SNC também é constituído por um conjunto de células 

denominado células gliais ou neuroglia. Este grupo é subdividido em vários 

subgrupos celulares e são de enorme importância na nutrição, homeostase e 

proteção neuronal, tanto no estado fisiológico quanto patológico (Fields e Stevens-

Graham, 2002; Herculano-Houzel e Lent, 2005). 

De acordo com Herculano-Houzel e Lent, (2005), o cérebro de um rato 

adulto contém aproximadamente 200 milhões de neurônios em um universo com 

cerca de 330 milhões de células, onde 70% destes neurônios estão localizados no 

cerebelo. Estes dados mostram, ao contrário do que normalmente era assumido na 

literatura, que nesses animais, as células gliais não são maioria quando comparadas 

aos neurônios. Já em estudos com o cérebro de um adulto humano do sexo 

masculino, pode-se observar que este apresenta em torno de 170 bilhões de células, 

sendo 86 bilhões de neurônios e 84 bilhões de células gliais. Nesta espécie, os 

neurônios se distribuem nas diferentes estruturas do SNC de forma similar aos 

dados observados em ratos, com cerca de 80% localizados no cerebelo e cerca de 

19% no córtex, apesar desta estrutura apresentar maior massa (Azevedo et al., 

2009).  
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As células gliais têm, dentre as suas principais funções, o papel de 

proporcionar aos neurônios um suporte nutricional, imunológico e protetor, com 

objetivo da manutenção da homeostasia durante o estado fisiológico. Elas dispõem-

se circundando o corpo celular, axônio e dendritos dos neurônios para interagir 

extensivamente, influenciando suas atividades (Fields e Stevens-Graham, 2002; 

Herculano-Houzel e Lent, 2005). Neste grupo, há quatro tipos de células que se 

destacam: NG2, oligodendrócitos, microglias e astrócitos.  

As células NG2, assim chamadas devido à expressão comum do 

proteoglicano NG2, caracterizam-se por serem progenitoras de oligodendrócitos  

(Hall et al., 1996; Butt et al., 1997; Nishiyama et al., 1999). Porém, sabe-se 

atualmente que elas podem ser capazes de gerar astrócitos protoplasmáticos, e há 

estudos que demonstram a sua relação com a formação também de neurônios 

(Aguirre e Gallo, 2004; Zhu et al., 2011).  

Outro importante grupo de células gliais são os oligodendrócitos, os quais se 

destacam pela mielinização de axônios. Este processo interfere diretamente na 

velocidade do sistema de transmissão neuronal de sinais, daí vem a sua 

importância. No entanto, os oligodendrócitos são vulneráveis ao estresse oxidativo, 

excitotoxicidade pelo glutamato e às citocinas pró-inflamatórias, como o TNF-α. 

Sendo assim, todos esses fatores são contribuintes para a perda de 

oligodendrócitos, como é visualizado na isquemia cerebral (Bradl e Lassmann, 

2010).   

A microglia destaca-se por ser um conjunto de células consideradas imuno-

efetoras, as quais se caracterizam por ser o primeiro grupo celular a responderem 

ações de patógenos invasores. Ela apresenta no SNC papéis semelhantes aos 

macrófagos: fagocitose, apresentação de antígeno e indução à inflamação (Kandel, 

2000; Aloisi, 2001).  

Já os astrócitos são as células gliais mais presentes no SNC. Eles têm 

múltiplas funções: fornecimento de metabólitos para o neurônio, atuação como 

marcador patológico através da astrogliose reativa e na defesa contra o estresse 

oxidativo, e na fenda sináptica é responsável pela homeostase iônica e do pH, além 

da cooperação no tráfego e reciclagem de neurotransmissores, dentre outras 

funções. No metabolismo do glutamato, os astrócitos contêm uma importante 

enzima, a glutamina sintetase (GS), participando com isto como peça chave na 
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prevenção contra a excitotoxicidade glutamatérgica (Belanger e Magistretti, 2009; 

Sofroniew e Vinters, 2010; Dringen et al., 2015)   

 

2.2 EXCITOTOXICIDADE GLUTAMATÉRGICA 

 

A excitotoxicidade é definida como a morte celular causada pela toxicidade 

de aminoácidos excitatórios. Por ser o principal neurotransmissor excitatório do SNC 

de mamíferos, o glutamato pode atuar como indutor de dano e morte neuronal, 

quando exposto em altas concentrações aos neurônios por um tempo prolongado, o 

que leva a uma incontrolada despolarização contínua, processo este tóxico. Essa 

condição gera reações em cascatas de sinalização intracelular que podem ativar o 

mecanismo de morte celular através de diversas vias: geração de espécies reativas 

de oxigênio e estresse oxidativo, influxo excessivo de cálcio, ativação de enzimas 

catabólicas e disfunção mitocondrial, sendo todas essas alterações correlacionadas 

entre si (Berliocchi et al., 2005; Dong et al., 2009; Kritis et al., 2015; Amani et al., 

2016).  

Espécies reativas de oxigênio (ERO) são radicais livres resultantes do 

metabolismo do oxigênio que podem ser produzidos em grandes concentrações em 

algumas doenças do SNC, por distintas vias. Quando há falhas no sistema de 

proteção antioxidante, a célula fica incapaz de se defender e então ocorre o estresse 

oxidativo, fator significativo em patogêneses de lesão neuronal. Eles são capazes de 

danificar ácidos nucléicos, proteínas, lipídios e permeabilizar mitocôndrias, 

interferindo no seu metabolismo e viabilidade celular (Porta et al., 2007; Dong et al., 

2009). 

 A excitotoxicidade pelo glutamato é um processo dependente do influxo de 

cálcio através dos receptores ionotrópicos e metabotrópicos. O influxo de cálcio é 

capaz de ativar cascatas de sinalização e gerar morte celular. Porém, o tipo de 

morte celular é dependente da extensão e do tempo desse influxo. Caso este influxo 

seja lento, os neurônios podem vir a entrar num processo de apoptose. Já se houver 

uma rápida entrada de cálcio para o espaço intracelular, os neurônios sofrem lise 

necrótica (Olney, 1969; Berliocchi et al., 2005). A morte neuronal mediada pelo 

influxo de cálcio pode se dar por alterações do pH intracelular devido à desregulação 

da bomba de sódio/potássio/cálcio, por ativação da proteases, como a calpaína, ou 
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por influência em organelas sensíveis a esse íon, como o retículo endoplasmático ou 

mitocôndria (Dong et al., 2009).  

Outro fator que pode interferir na excitotoxicidade pelo glutamato é a 

integridade da mitocôndria. Além do seu papel de produção de energia, as 

mitocôndrias atuam como importantes mediadoras da viabilidade celular. Logo, 

alterações nas funções fisiológicas do compartimento citosólico, como a alta 

concentração de cálcio ou o estresse oxidativo em excesso estimulada por fatores 

patogênicos ou inflamatórios induz a permeabilidade mitocondrial. Este quadro 

quebra o equilíbrio eletroquímico mitocondrial e pode ativar a liberação de mais 

cálcio para o citosol, visto que a mitocôndria é capaz de armazenar uma grande 

quantidade de cálcio, potencializando o processo de morte celular. Ela também pode 

ativar a liberação de fatores pró-apoptóticos, a exemplo da liberação do citocromo C 

e consequente ativação de caspase 3 e 9 (White e Reynolds, 1996; Schulz et al., 

1997; White e Reynolds, 1997b; a; Li e Beal, 2005; Gogvadze e Orrenius, 2006; Ju 

et al., 2009). Todo esse processo gera um ciclo de produção de fatores 

desfavoráveis para a viabilidade celular, a exemplo da maior produção de espécies 

reativas de oxigênio, que potencializam a ação da ativação de vias de morte celular 

(Schulz et al., 1997; Dong et al., 2009). 

 

2.2.1 Neurônios, protagonistas da excitotoxicidade glutamatérgica 

 

Os neurônios são células responsáveis pelo processamento de informações 

por meio de conexões com outros neurônios formando redes de comunicação 

através de sinapses (respostas elétricas e químicas). Eles variam em tamanho, 

conformação e função e são os principais componentes celulares do cérebro e do 

SNC (Araque e Navarrete, 2010; Stiles e Jernigan, 2010). Dentre as funções 

baseadas nas conexões, os neurônios podem ser classificados em três tipos: 

sensitivo, motor e interneurônio. Os neurônios sensitivos (aferentes) fazem parte do 

sistema nervoso periférico e são responsáveis por transmitir informações de tecidos 

e órgãos para o SNC. Os neurônios motores (eferentes) compreendem aqueles que 

proporcionam uma resposta ou estímulo a partir do SNC para os outros órgãos ou 

tecidos. Já os interneurônios (associativos) são aqueles que têm a capacidade de 

conectar neurônios a regiões específicas do SNC (Mcbain e Fisahn, 2001; Clark et 

al., 2006).  



18 

 

Os neurônios também podem ser classificados conforme a 

produção/captação de seus principais neurotransmissores: dopaminérgicos, 

colinérgicos, GABAérgicos e glutamatérgicos (Hyman et al., 1991). Neste sentido, 

neurônios glutamatérgicos são aqueles envolvidos no processo de atividade 

sináptica com o glutamato e são encontrados em maior quantidade principalmente 

no cerebelo, córtex cerebral e hipocampo (Molyneaux et al., 2007).  

O glutamato, neurotransmissor excitatório o qual nomeia essa subclasse de 

neurônios, é o aminoácido mais encontrado no cérebro de mamíferos (Prybylowski e 

Wenthold, 2004). Além da sua importância no processo de transmissão de sinais, 

este neurotransmissor é relevante para o SNC na fase de crescimento neuronal, 

orientação do axônio e no desenvolvimento e amadurecimento cerebral (Lai et al., 

2014). 

Fisiologicamente, o glutamato participa do chamado ciclo glutamato-

glutamina. Após ser incorporado às vesículas pré-sinápticas no axônio, este 

neurotransmissor é liberado na fenda sináptica onde pode seguir por distintas vias. 

Uma delas é a ligação com receptores essenciais nos dendritos pós-sinápticos, 

efetuando a transmissão de sinais pelo SNC. Em outra via, o glutamato é recaptado 

pelos transportadores astrocitários, em humanos chamados de transportadores de 

aminoácidos excitatórios (EAATs) (Daikhin e Yudkoff, 2000; Schousboe et al., 2014). 

Para ocorrer a primeira via, há uma característica importante dos neurônios 

glutamatérgicos, estes são providos de receptores essenciais para a transmissão 

sináptica, onde se subdividem em dois grandes grupos: ionotrópicos (iGluRs) e 

metabotrópicos (mGluRs) (Pinheiro e Mulle, 2008; Zhang et al., 2016). 

Os iGluRs são denominados assim, pois em seu receptor proteico 

transmembranar é o próprio canal iônico, responsivo à ativação pelo glutamato. 

Essa característica confere a esse grupo uma rápida neurotransmissão, visto que 

interfere ativamente no estado eletroquímico da membrana pós-sináptica com a 

alteração do fluxo de íons. Além disto, os iGluRs também são divididos em três 

categorias: N-metil-D-aspartato (NMDA), ácido-amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazol-4-

propiônico (AMPA) e cainato (KA) (Pinheiro e Mulle, 2008). 

Já os mGluRs são conhecidos por sua ação intracelular por meio da proteína 

G, a qual é responsável pela ativação de segundos mensageiros, o que confere a 

este grupo uma resposta neurotransmissora mais lenta quando comparada aos 

iGluRs (Pinheiro e Mulle, 2008). Esse mecanismo pode gerar reorganizações 
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moleculares e modificações na expressão gênica, sendo esta última um fator 

importante nos processos moleculares relacionados à memória e a plasticidade 

(Reith, 2000).  

Diante desses fatores, a adequada regulação glutamatérgica é muito 

importante, visto que o aumento da sua concentração na fenda sináptica e o 

aumento da atividade de seus receptores pode acarretar em alterações significativas 

prejudiciais desde a sua rota de sinalização e até morte celular via excitotoxicidade 

(Prybylowski e Wenthold, 2004; Wang e Qin, 2010). 

 

2.2.2 Astrócitos, principais coadjuvantes da excitotoxicidade glutamatérgica 

 

Os astrócitos, assim denominados pela morfologia estrelada, constituem 

cerca da metade de toda a população glial e são fundamentais para a captação de 

nutrientes e de oxigênio do sangue para os neurônios, para a manutenção da 

homeostasia do SNC, compõem o arcabouço tecidual que fornece sustentação ao 

SNC, e participam ainda dos mecanismos de defesa imunitária do tecido nervoso e 

dos fenômenos de detoxificação cerebral (Tardy, 1991; (Tardy, 2002; Herculano-

Houzel e Lent, 2005). Também, participam do processo fundamental de eliminação 

de espécies reativas de oxigênio (Dringen et al., 2015). E através de moléculas 

receptoras nos pedículos das extremidades dos prolongamentos astrocitários, que 

rodeiam as sinapses centrais, os astrócitos igualmente detoxificam o excedente de 

neurotransmissores, tais como o glutamato, acumulados nas fendas sinápticas. Por 

estas células, tanto o ácido gama-aminobutírico (GABA), quanto o glutamato, são 

metabolizados à glutamina. Este aminoácido, por sua vez, pode ser disponibilizado 

para os neurônios e utilizado para reformulação de neurotransmissores (Cajal, 1995; 

Kirchhoff et al., 2001; Nakase e Naus, 2004). 

O excedente de aminoácidos excitatórios, em especial do glutamato, é 

regulado através dos transportadores de aminoácidos excitatórios (EAATs), os quais 

realizam transporte ativo do glutamato com regulação através do gradiente 

eletroquímico, principalmente de sódio e potássio.  Estes são subdivididos em 

EAAT1 (GLAST – Transportador de glutamato e aspartato em ratos compatível a 

isoforma humana EAAT1), EAAT2 (GLT-1 – Transportador de Glutamato em ratos 

compatível com a isoforma humana EAAT2), EAAT3 (EAAC1), EAAT4 e EAAT5 

(Bar-Peled et al., 1997; Divito e Underhill, 2014).  O GLAST e o GLT-1 são 
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encontrados predominantemente em astrócitos e são os principais transportadores 

responsáveis pela regulação do excedente da concentração de glutamato 

associados às sinapses excitatórias. O EAAT3 é expresso em baixas concentrações 

por todas as regiões cerebrais. O EAAT4 e o EAAT5 são expressos em maior 

quantidade nas regiões do cerebelo e da retina, respectivamente (Kim et al., 2011; 

Divito e Underhill, 2014).  Nesse sentido, a importância desses transportadores, em 

especial o GLAST e o GLT-1, torna-se alta em situações patológicas envolvidas com 

o excesso de glutamato.  

Os astrócitos também são células apresentadoras de antígeno, capazes de 

exteriorizar em suas membranas, antígenos e provocar uma ação defensiva do 

sistema imunitário contra agentes patogênicos (Siegel et al., 1999). 

A reatividade astrocitária, também conhecida como astrogliose, é 

caracterizada por hiperplasia e hipertrofia celular, com formação de processos 

citoplasmáticos e pelo aumento da expressão do sensível marcador estrutural 

denominado proteína ácida do gliofilamento (GFAP), que é uma proteína constituinte 

do filamento intermediário dos astrócitos (Cookson et al., 1994; Cookson e 

Pentreath, 1994; Mead e Pentreath, 1998; Gomes et al., 1999; Hughes, 2006), ou 

aumento na expressão do sensível marcador funcional, a Glutamina Sintetase (GS), 

que participa do processo metabólico de conversão de glutamato em glutamina 

(Condorelli et al., 1990). 

 

2.2.3 Excitotoxicidade pelo glutamato nas diversas patologias do SNC 

 

A excitotoxicidade pelo glutamato é um fenômeno de perturbação fisiológica 

envolvida nos mecanismos patológicos de várias doenças no SNC, sejam elas 

desordens neurodegenerativas agudas ou crônicas (Dong et al., 2009). Dentre elas, 

destacam-se desordens crônicas como a doença de Alzheimer, doença de 

Parkinson, doença de Huntington, além de desordens agudas, tais como o acidente 

vascular cerebral, dentre outros (Griffith et al., 2008; Liu e Murphy, 2009; Quintanilla 

et al., 2016; Wang e Reddy, 2016).     

A doença de Alzheimer (DA) é marcada por alteração neurodegenerativa no 

SNC associada à perda de memória progressiva e ao déficit cognitivo e está 

relacionada com mais frequência à senilidade. Ela é caracterizada pelo depósito 

extracelular do peptídeo beta-amilóide e pela formação de emaranhados 
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neurofibrilares (Ballard et al., 2011). Este processo pode desencadear múltiplas vias 

de fatores neurotóxicos, incluindo a excitotoxicidade do glutamato por excesso de 

ativação do receptor NMDA (Griffith et al., 2008; Dong et al., 2009).  

Algumas vias fisiopatológicas têm sido sugeridas responsáveis pelo 

excedente de glutamato na DA. Inicialmente foi sugerido em um estudo realizado por 

Albin e Greenamyre, que mostrou a associação da perda de células neuronais 

glutamatérgicas, com danos direcionados aos corpos celulares e aos dendritos de 

regiões corticais (Albin e Greenamyre, 1992). Em seguida, uma nova hipótese de 

que a presença do peptídeo beta-amilóide estaria associada à inibição da captação 

do glutamato por esses transportadores (Harris et al., 1995; Harris et al., 1996), de 

forma que os transportadores que estariam bloqueados pelo peptídeo beta-amilóide 

(Campo-Peña e Meraz-Ríos, 2014). E por fim, a demonstração por Masliah, et al., 

(2000) em modelo de animal transgênico da DA, que super-expressa o precursor da 

proteína amilóide (APP), os níveis de transportadores de glutamato GLAST e GLT1 

são reduzidos. No entanto, foi demonstrado em análise de expressão de níveis de 

RNA mensageiro destas proteínas, que estas se encontram em níveis semelhantes 

ao controle, sugerindo regulação negativa pós-traducional. 

A doença de Parkinson (DP) é uma doença neurodegenerativa caracterizada 

por sintomas clínicos denominados parkinsonismo, que incluem bradicinesia, tremor 

em repouso, rigidez na postura e na marcha (Massano e Bhatia, 2012). Esse perfil 

está associado à perda de neurônios dopaminérgicos da substância nigra pars 

compacta, assim como a presença de corpos de Lewy intraneurais (Lees et al., 

2009). Estudos mostram que o metabolismo neuronal do glutamato é aumentado 

juntamente com a depleção da dopamina, o que favorece para a progressão da 

doença, e que esse processo está diretamente ligado ao excesso de ativação de 

receptores do glutamato, colaborando para a complicação dos sintomas motores na 

DP (Chassain et al., 2005; Griffith et al., 2008).  

Ainda, há outras evidências que relacionam a excitoxicidade induzida pelo 

glutamato, como integrante da patogênese da doença de Parkinson. O glutamato é 

também o transmissor excitatório predominante no gânglio basal, que é a sede dos 

déficits motores observados em DP (Greenamyre e Porter, 1994). Além de enviar 

projeções glutamatérgica para o estriado, o córtex também envia projeções para o 

núcleo subtalâmico (STN), tálamo, e substância Nigra Pars Compacta (SNPC), em 

adição a outros núcleos do tronco cerebral e da medula espinhal (Albin et al., 1989). 
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A SNPc recebe inervações glutamatérgicas do STN, que exercem uma importante 

função reguladora dos gânglios da base no disparo padrão de certas vias 

glutamatérgicas retroalimentar por conseqüência da depleção de dopamina na DP 

(Wichmann e Delong, 1993). Mais notavelmente, a redução na mensagem 

dopaminérgica a ser enviada para o estriado resulta em um aumento de atividade da 

STN causando um aumento na liberação de glutamato para os corpos celulares 

dopaminérgicos localizados na SNPC, que são ricos em receptores glutamatérgicos 

do tipo NMDA e AMPA, bem como mGluR1 e mGluR2/3 (Rodriguez et al., 1998). 

Assim, o aumento sustentado do glutamato liberado para uma já comprometida 

população de células dopaminérgicas desencadeia uma cascata excitotóxica que 

potencializa a neurodegeneração na doença de Parkinson (Caudle e Zhang, 2009). 

A doença de Huntington (DH) é caracterizada por uma disfunção genética 

autossômica, neurodegenerativa e hereditária que envolve o gene responsável pela 

expressão da proteína huntingtina em neurônios ligados à captação de glutamato 

nas entradas corticais. A huntingtina é reconhecida por atuar no controle da 

apoptose, regular a maquinaria de transporte intracelular e o tráfego de secreção de 

vesículas. A huntingtina mutante (ou fragmentos) induz a perda dessas funções 

fisiológicas e adquire funções tóxicas em complexos macromoleculares que regulam 

a transcrição. Sabe-se que essa proteína mutante é capaz de interferir na 

neurotransmissão glutamatérgica, na maior ativação dos receptores NMDA e na 

diminuição da expressão dos transportadores de aminoácidos dos astrócitos 

(Estrada-Sanchez e Rebec, 2013; Liot et al., 2016; Quintanilla et al., 2016). 

 Defeitos mitocondriais induzidos pela huntingtina mutante poderiam aumentar 

os efeitos tóxicos desencadeados por receptores NMDA em DH. Além disso, a 

disfunção mitocondrial também poderia gerar ERO, gerando um ciclo vicioso 

deletério para o neurônio. Os principais sintomas clínicos desta patologia consistem 

em alterações psiquiátricas, motoras e cognitivas, proporcionando 

neurodegeneração e levando o indivíduo à morte dentro de uma década (Estrada-

Sanchez e Rebec, 2013; Liot et al., 2016; Quintanilla et al., 2016). 

 A isquemia cerebral ou acidente vascular cerebral isquêmico é uma das 

principais causas de morte no mundo e ocorre devido à diminuição significativa ou a 

oclusão do fluxo sanguíneo de determinada área cerebral, podendo ser temporária 

ou permanente (Jean et al., 2012). A falta de disponibilidade de sangue no local da 

isquemia proporciona uma menor produção de ATP devido à menor disponibilidade 
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de oxigênio e glicose, apesar de o consumo deste permanecer inalterado. 

Consequente há um aumento de acidose lática, desequilíbrio da homeostase iônica 

e aumento de liberação glutamato para a fenda sináptica, o que leva ao início de 

uma cascata de sinalização isquêmica. Em excesso, o glutamato liga-se aos iGLURs 

e desencadeia maior influxo de cálcio, com consequente produção de espécies 

reativas de oxigênio e estresse oxidativo, peroxidação lipídica e ativação de 

proteínas de morte celular. Além disso, ocorre a formação de edema celular 

proporcionado pela entrada de água e sódio em decorrência também da 

excitotoxicidade do glutamato (Xing et al., 2012). Os insultos isquêmicos podem 

acontecer dentro de segundos a minutos após a oclusão do vaso sanguíneo, 

podendo durar dias a depender da vulnerabilidade da região afetada, o que 

proporciona ativação de vias de sinalização de morte neuronal. A excitotoxicidade do 

glutamato e consequente influxo de cálcio são os principais fatores contribuintes 

para este processo de morte (Lo et al., 2003; Liu e Murphy, 2009; Moskowitz et al., 

2010). 

A busca por fármacos que proporcionem a homeostase fisiológica e protejam 

ou regulem as cascatas de sinalização intracelular de morte neuronal é importante. 

Tendo em vista a grande variedade de compostos naturais com potencial efeito 

benéfico à saúde humana, torna-se plausível a bioprospecção de moléculas 

biologicamente ativas com potencial neuroprotetor, que estejam presentes na 

alimentação humana. Neste sentido, compostos derivados de vegetais como 

alcaloides, flavonoides e saponinas têm se mostrado eficientes na manutenção da 

sobrevivência celular em cultura de células gliais e neuronais. Os flavonoides em 

particular apresentam um grande efeito neuroprotetor, anti-inflamatório e 

antioxidante  (Middleton e Kandaswami, 1992; Rice-Evans et al., 1997). 
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2.3 FLAVONOIDES 

 

Flavonoides são substâncias que apresentam compostos polifenólicos 

complexos, sendo dois anéis aromáticos e um heterociclo oxigenado, os quais 

fazem parte de uma família com mais de 4.000 diferentes substâncias listadas até a 

presente data. Eles são classificados em flavanóis, flavanonas, antocianidinas, 

flavonas e flavonóis, grupos estes os quais se diferenciam um do outro pela variação 

do número e posição do grupamento hidroxila, por modificações nos núcleos e pelo 

grau de metilação e glicosilação (estas últimas afetam diretamente no grau de 

hidrofobicidade das moléculas) (Harborne e Williams, 2000; Kumar e Pandey, 2013). 

Os flavonoides podem ser encontrados em uma enorme variedade de alimentos de 

origem vegetal, como frutas, verduras, vegetais, sementes e folhas, sendo incluídos 

de maneira bem significativa na dieta humana (Herrmann, 1976; Hertog, Feskens, et 

al., 1993; Hertog, Hollman, et al., 1993; Terahara, 2015). No reino vegetal, sua maior 

concentração quanto à distribuição está no grupo das angiospermas, e são 

considerados os antioxidantes de natureza vegetal de maior representatividade e 

diversidade (Zuanazzi, 1999). 

A biodisponibilidade plasmática e celular dos flavonoides é um importante 

parâmetro para avaliação do impacto biológico e seus efeitos. Estes são 

encontrados na natureza normalmente na forma glicosídica, sendo que para uma 

melhor absorção intestinal torna-se necessária a hidrólise dos derivados 

glicosilados. Além disso, outros fatores interferem na absorção dos mesmos, como 

por exemplo, o etanol, as fibras e a presença de uma microbiota intestinal saudável 

(com liberação de hidrolases). Após a absorção, a maioria dos compostos é 

metabolizada no fígado para posterior ação no organismo (Hackett, 1986). Destas, 

pode-se inferir a ação antibacteriana, antiviral (Hanasaki et al., 1994), anti-

inflamatória, antialérgica (Middleton e Kandaswami, 1992); Hanasaki et al., 1994; 

Hope et al., 1983) e vasodilatadora (Duarte et al., 1993), além de alguns estudos 

relatarem a ação contra peroxidação lipídica (Ratty e Das, 1988; Mora et al., 1990; 

Terao et al., 1994; Vinson et al., 1995; Sugihara et al., 1999), indução de agregação 

plaquetária (Gryglewski et al., 1987; Tzeng et al., 1991; Neiva et al., 1999) e 

permeabilidade e fragilidade capilar in vitro (Torel et al., 1986). Os flavonoides atuam 

como antioxidantes sequestradores de ERO e de ONOO-, quelantes de cátions 

divalentes e protetor do DNA, contribuindo para confirmação do efeito protetor em 
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estudos avaliando o consumo de flavonoides quanto a redução dos níveis de 

mortalidades por doenças cardiovasculares (Cavallini et al., 1978; Fraga et al., 1987; 

Afanas'ev et al., 1989; Chen et al., 1990; Hanasaki et al., 1994; Kim et al., 1997; 

Desmarchelier et al., 1998; Ko et al., 1998; Ohshima et al., 1998; Soholm, 1998; Wu 

et al., 1998; Yokozawa et al., 1998; Arteel e Sies, 1999; Boveris et al., 2000). 

Estudos ainda são necessários para avaliar a absorção, biodisponibilidade e 

metabolismo dos flavonoides de acordo com a ingestão normal da dieta humana. 

Porém, acredita-se que se eles não apresentam toxicidade e se tiverem ativação 

efetuada no organismo, estes podem ser preventivos quanto à citotoxidade e a 

lipoperoxidação mediada por ERO (Maxwell et al., 1994; Serafini et al., 1996; Bors e 

Michel, 1999; Manach et al., 1999; Sugihara et al., 1999). 

 

2.3.1 Efeitos neuroprotetores de flavonoides  
  

O consumo de flavonoides está diretamente associado à redução de riscos 

de desenvolvimento de doenças neurodegenerativas na espécie humana. Além 

disso, estudos demonstram uma potencial ação neuroprotetora contra doenças do 

SNC em modelos animais, bem como um aumento na aprendizagem e cognição  

(Engelhart et al., 2002; Weinreb et al., 2004; Janssen et al., 2015). 

Sabe-se que há uma forte correlação entre menores níveis de demência e o 

aumento no sucesso do tratamento de condições patológicas neuronais quando 

associado ao maior consumo de flavonoides na dieta (Beking e Vieira, 2010; 

Andrade e Assuncao, 2012).   

Rutina, que é um flavonoide glicosilado, possui características químicas que 

lhe confere maior potencial biológico que os não-glicosilados (Figura 1) (Krizkova et 

al., 2009). Dentre os efeitos biológicos de caráter farmacológico da rutina, estão 

descritos na literatura o de modular a atividade de enzimas que metabolizam 

xenobióticos (Hodek et al., 2002), regular negativamente os níveis de VEGF e TGF-

β1 produzidos por células tumorais de origem glial e ainda, de regular positivamente 

a produção de TNF-alfa e óxido nítrico, como resposta à ativação de células gliais 

em cultura (Freitas et al., 2011; Silva et al., 2008), o que caracteriza sua ação direta 

em células do sistema nervoso central. 

Recentes estudos sugerem este flavonoide como uma potencial substância 

terapêutica para danos neuronais e forte ação inibitória de neuroinflamação (Hao et 
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al., 2016; Wang e Reddy, 2016).   Além disso, propriedades neuroprotetoras têm 

sido descritas para o tratamento de doenças no SNC e lesões cerebrais 

secundárias, tais como edema cerebral, destruição da barreira hemato-encefálica, 

os déficits neurológicos e morte neuronal (Hao et al., 2016).  

Indícios de que a rutina apresenta potencial neuroprotetor contra a 

excitotoxicidade pelo glutamato tornaram-se evidentes em estudo em modelo de 

isquemia cerebral em ratos, o qual demonstrou que apesar desta não diminuir o 

volume da lesão, este flavonoide reduziu o número de neurônios degenerados na 

periferia da lesão e foi capaz de promover a recuperação significativa da perda 

sensório-motora (Rodrigues et al., 2013).  

Neste sentido, o atual estudo tem como objetivo avaliar o efeito 

neuroprotetor do flavonoide rutina em culturas primárias mistas de células do 

cerebelo e em culturas organotípicas de cérebro submetidas à excitotoxicidade 

induzida pelo glutamato e em mitocôndrias isoladas do encéfalo de ratos submetidas 

ao estresse oxidativo. 

 

 

 

 

Figura 1. Estrutura química do flavonoide rutina. Fonte: Costa et al., (2016). 
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3. OBJETIVOS 

 
Este trabalho teve como objetivo geral investigar o efeito neuroprotetor do flavonoide 

rutina em modelos in vitro de excitotoxicidade glutamatérgica.  

E como objetivos específicos: 

1. Estudar o efeito da rutina na prevenção da neurodegeneração induzida por 

glutamato em culturas organotípicas de cérebro. 

2. Estudar o efeito da rutina na atenuação da neurodegeneração como 

tratamento pós-lesional induzida por glutamato em culturas primárias mistas 

de cerebelo. 

3. Investigar mecanismos de ação da rutina associados à ativação da resposta 

glial e mitoproteção. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

4.1 MODELOS DE ESTUDO 

 

4.1.1 Culturas organotípicas de cérebro 
 

 Neste estudo, culturas organotípicas do cérebro de ratos Wistar com idade 

pós-natal de 7 e 9 dias foram utilizadas como modelo biológico de danos induzidos 

pelo glutamato. Os animais utilizados para as culturas foram obtidos do Biotério da 

Escola de Medicina Veterinária e Zootecnologia da Universidade Federal da Bahia - 

UFBA e sofreram procedimentos já bem estabelecidos no Laboratório de 

Neuroquímica e Biologia Celular da UFBA, segundo protocolo aprovado pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais do ICS/UFBA (CEUA-ICS, Protocolo nº 

027/2012). 

As culturas organotípicas foram preparadas de acordo com método de 

(Stoppini et al., 1991) modificado. A região do cérebro, correspondente a 2.700 – 

3.150 µm de distância da porção final do bulbo olfatório e início do córtex foi 

selecionada seguindo diretrizes do Atlas de Estereotaxia (Paxinos & Watson, 2007), 

com o objetivo de adquirir fatias ricas em neurônios glutamatérgicos corticais. 

 Os animais foram decapitados e tiveram seus encéfalos expostos e 

removidos dentro do fluxo laminar. As fatias coronais de cérebro (apresentando 

córtex frontal) com espessura de 450µm foram adquiridas utilizando o aparelho 

Tissue Chopper McILwain preparadas em condição asséptica e transferidas quatro 

fatias, sendo duas de cada hemisfério, para cada membrana de microporos de 0,4 

µm e 30mm de Ø (Millicell ®– PICM03050, Millipore, Beldford, MA, USA) acomodada 

em uma placa de poliestireno de seis poços e cultivadas em meio DMEM/HAM-F12 

24,4g/L (Cultilab – cod.: DMEM: D0017/ HAMF12: H0269) suplementado com 

penicilina (100 UI/mL) e estreptomicina (100 µg/mL) (Cultilab, SP, Brasil), 292 mg/L 

de L-glutamina, 3,6g/L de HEPES, 110mg/L de Ácido Pirúvico, 1,2g/L de 

Bicarbonato de Sódio, 33 mM de glicose e 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB) 

(Cultilab SP, Brasil). 

As culturas foram incubadas em estufa com 5% de CO2 a 37ºC durante 

cinco dias. A troca do meio de cultura foi realizada 48 horas e 96 horas após o 

lançamento da cultura. No quinto dia de cultura, foram realizados os tratamentos 
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com o flavonoide rutina e/ou com o glutamato, diluídos em meio de cultivo sem SFB 

por um período de 24 horas. 

  

4.1.2 Cultura primária mista de células do cerebelo  
 

A escolha da cultura de células cerebelares foi baseada na quantidade de 

neurônio disponível nessa região, que representa cerca de 70% dos neurônios do 

encéfalo em ratos. Além disso, essa é uma região rica em neurônios glutamatérgicos 

(Herculano-Houzel e Lent, 2005). Neste estudo, culturas primárias de cerebelo foram 

obtidas a partir de ratos Wistar com idade pós-natal entre 7 e 9 dias, sendo utilizada 

como modelo biológico para indução de danos pelo excesso de glutamato. Os 

animais utilizados para as culturas foram obtidos do Biotério da Escola de Medicina 

Veterinária e Zootecnologia da Universidade Federal da Bahia - UFBA e sofreram 

procedimentos já bem estabelecidos no Laboratório de Neuroquímica e Biologia 

Celular da UFBA, segundo protocolo aprovado pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais do ICS/UFBA (CEUA-ICS, Protocolo nº 027/2012). 

As culturas de células mistas do cerebelo foram obtidas de acordo com 

(Whittemore et al., 1995) com adaptações. Os ratos Wistar com idade pós-natal 

entre 7 e 9 dias foram decapitados e os cerebelos foram retirados. Estes foram 

depositados em meio DMEM HAM F12 (Cultilab – cod.: DMEM: D0017/ HAMF12: 

H0269) suplementado com 10 % (v/v) de soro fetal bovino (SFB) (CULTILAB, SP, 

Brasil), L-(+)-glutamina (2 mM), 10% (v/v) de glicose, KCl (25 mM), penicilina (100 

UI/mL) e estreptomicina (100 µg/mL) (Cultilab, SP, Brasil). Em seguida os cerebelos 

foram dissociados mecanicamente com a pipeta Pasteur e a suspensão celular foi 

filtrada utilizando uma película de Cell Strainer (Falcon, Brand – 352360). 

Posteriormente, a cultura foi centrifugada a temperatura ambiente por 5 minutos a 

1.000 x g, o sobrenadante desprezado, e as células ressuspensas em meio com 

SFB, e contadas em câmera de Neubauer. As células foram semeadas placas de 

vidro com 8 poços (Millicell® EZ SLIDES) em uma densidade de 5,0 x 104 

células/cm2. As culturas foram incubadas em estufa com 5% de CO2 a 37ºC durante 

72 horas, sem troca de meio. No terceiro dia de cultura, foram realizados os 

tratamentos com o flavonoide rutina e/ou o glutamato diluídos em meio sem SFB, 

sendo que a exposição do glutamato sem a rutina ocorreu durante 4 horas (quando 
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este era utilizado). A rutina foi adicionada aos grupos tratados após esse prazo, 

totalizando um período de 24 horas de tratamento. 

 

4.2 EXPOSIÇÃO ÀS DROGAS  

 

4.2.1 Tratamento com o flavonoide rutina 
 

 O flavonoide rutina foi obtido da Sigma-Aldrich, com 98% de pureza. Este foi 

dissolvido em dimetilsulfóxido (DMSO) a uma concentração de 100 mM como 

solução de estoque, mantida no escuro e submetida à temperatura entre 2º e 8ºC. 

As concentrações finais da rutina utilizadas em cada grupo tratado foram obtidas a 

partir da concentração de 100mM no momento do tratamento, através de diluições 

seriadas em meio de cultura sem SFB. Todos os grupos foram tratados com DMSO 

diluído no meio de cultura em volume equivalente ao utilizado nos grupos tratados 

com os flavonoides, não ultrapassando a concentração final de 0,01%; que não 

mostrou nenhum efeito tóxico nos parâmetros analisados em comparação com as 

células que não receberam o diluente. O momento de tratamento das culturas variou 

em função do desenho experimental (Figura 2).  

 

4.2.2 Tratamento com o glutamato 
 

O glutamato foi adquirido do fabricante (G5667 - Sigma Chemical Co. St 

Louis, USA), sendo pesado e dissolvido em meio DMEM/HAM F12 sem SFB a 

concentrações entre 20 mM (culturas primárias de cerebelo) e 120 mM (culturas 

organotípicas de cérebro) para a formação de solução mãe, diluição esta realizada 

dentro do fluxo laminar. As concentrações finais de glutamato utilizadas em cada 

grupo tratado foram obtidas a partir das concentrações de 20 mM e 120 mM no 

momento do tratamento, através de diluições seriadas em meio de cultura sem SFB.  

Os grupos tratados foram submetidos à exposição ao glutamato por período 

de 24 horas. Todos os grupos expostos ao glutamato foram tratados com DMSO 

diluído no meio de cultura em volume equivalente ao utilizado nos grupos tratados 

com os flavonoides, não ultrapassando a concentração final de 0,01%, que não 

mostrou nenhum efeito significativo nos parâmetros analisados em comparação com 
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as células que não receberam diluentes.  O momento de exposição das culturas 

variou em função do desenho experimental (Figura 2). 
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Cultura organotípica de cérebro 

 

  

Cultura primária mista de células de cerebelo 

 

Isolamento Mitocondrial 

 

 

Figura 2: Desenhos experimentais. Representação do fluxo de metodologias empregadas para cada 

modelo utilizado desde o início do procedimento até a realização dos testes analíticos. D corresponde 

ao dia. 
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4.3 AVALIAÇÃO DE VIABILIDADE CELULAR EM CULTURAS ORGANOTÍPICAS 

DE CÉREBRO 

 

4.3.1 Teste de incorporação do Iodeto de Propídio (IP)  
 

Os procedimentos de análise da captação do Iodeto de Propídio em fatias 

organotípicas foram realizados de acordo com Hoppe et al. (2013), com adaptações. 

Esta técnica permite a visualização da viabilidade celular através da avaliação da 

integridade da membrana plasmática em culturas celulares utilizando o corante 

iodeto de propídio, que absorve luz no comprimento de onda de 536 nm e emite a 

617 nm. O iodeto de propídio é impermeável em membranas íntegras, e em 

membranas permeáveis, este se intercala com o DNA e emite fluorescência.  

Decorrido o período de cultivo das fatias, o meio condicionado de cada poço foi 

retirado e armazenado, e foi adicionado a solução de Iodeto de Propídio diluída em 

meio de cultura sem SFB a 5 μg/mL  e mantida na estufa a 37ºC e 5% de CO2 

durante 1 hora. Após esse prazo, a solução de IP foi desprezada e os poços foram 

lavados 3 vezes com PBS-glicose (0,6%). As fatias foram observadas em 

microscópio de fluorescência Invertido Eclipse TS100 (Nikon Instruments Inc., 

Americas) e foram realizadas no mínimo três imagens da região cortical de cada 

fatia de cada tratamento, totalizando uma média de 12 imagens por tratamento. As 

imagens foram analisadas pelo software ImageJ (WAYNW RASBAND; NATIONAL 

INSTITUTES OF HEALTH, USA), onde apenas as áreas das regiões corticais com 

morte foram selecionadas. Os resultados foram avaliados pela relação 

fluorescência/área e a intensidade de fluorescência foi expressa por unidades 

densitométricas arbitrárias relativas em relação ao controle não tratado. 

  

4.4 AVALIAÇÃO DE ATIVAÇÃO ASTROCITÁRIA 

 
4.4.1 Análise da expressão de Glutamina Sintetase (GS) e de transportadores 
de aminoácidos excitatórios GLAST e GLT1 por Western Blotting 

 

Para realização de análise da expressão de proteínas, culturas organotípicas 

foram tratadas com a rutina nas concentrações 0,5 e 1 μM por 24 horas, e mais o 

controle com volume equivalente de DMSO a 0,0005%. Após o período de 

exposição, os sobrenadantes dos grupos tratados foram coletados. Em seguida as 
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proteínas foram extraídas com tampão de extração (ureia 4mM, SDS 2%, 2mM 

EGTA, 62,5mM Tris – HCl pH 6,8, 0,5% Triton X-100) contendo 1µL/mL de um 

coquetel inibidor de proteases (P8340). A concentração de proteínas foi determinada 

usando o Kit BCA (BIO-RAD) pelo método de Lowry et al. (1951). 

Dez microgramas (10µg) de proteínas totais foram submetidos à eletroforese 

em gel de poliacrilamina em condições desnaturantes a 12% (SDS-PAGE) e 

transferidas para membranas de PVDF (fluoreto de polivinilideno). E de maneira 

específica, bandas de proteínas foram detectadas com anticorpo primário de coelho 

para Glutamina Sintetase (1:10.000 Abcam AB49873), anticorpo primário de coelho 

para EAAT1 (1:2500 Abcam ab416) ou anticorpo primário de coelho para EAAT2 

(1:2000 Abcam ab41621). O anticorpo foi diluído em solução de bloqueio (1% de 

leite desnatado em TBS-T) e mantido em câmera úmida a temperatura entre 2º e 

8ºC overnight e revelado com anticorpo secundário anti-rabbit 1:10.000, conjugado 

com peroxidase extraída de rábano e seu substrato, através de quimioluminescência 

(kit Immune Start HRP substrate – Bio-Rad) e revelação em filme de raio X em 

câmara escura. 

 Após a revelação, os filmes de raios X foram escaneados para análise 

densitométrica das bandas imunorreativas pelo software ImageJ (WAYNW 

RASBAND; NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, USA). Os resultados foram 

expressos em percentual de Unidades Densitométricas Arbitrárias em relação ao 

controle não tratado. Como controle de carregamento, utilizamos detecção com 

anticorpo de coelho específico para Ciclofilina B (1:5000 Abcam 178397) na mesma 

membrana após procedimento com solução Stripping, revelado também por uso de 

anticorpo secundário conjugado com peroxidase e quimioluminescência. 

 

4.4.2 Extração de RNA e qRT-PCR 

 

 As fatias de cada grupo foram destinadas à extração de RNA utilizando o 

reagente Trizol® (Invitrogen, Life Technologies), de acordo com as especificações 

do fabricante. A integridade e concentração de RNA total foram avaliados utilizando 

o auxílio do Nano Espectro KASVI (cat# K23-0002), e a síntese do cDNA foi 

realizada utilizando SuperScript® VILO™ Master Mix (Invitrogen, Life 

Technologies™) seguindo as instruções do fabricante. A PCR em tempo real foi 

realizado utilizando ensaios de expressão gênica Taqman® (Applied Biosystems, 
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CA, USA) que contêm dois iniciadores para amplificar a sequência de interesse e a 

sonda específica Taqman® MGB, marcada com o fluoróforo FAM a com o TaqMan® 

Universal Master Mix II (Invitrogen, Life Technologies™). As identificações dos 

ensaios para os genes quantificados neste estudo foram: GLAST e GLT1. A PCR 

em tempo real foi realizada utilizando o instrumento QuantStudio™ 7 Flex Real-Time 

PCR System (Applied Biosystems, CA, USA). As condições de termociclagem foram 

realizadas de acordo com as especificações do fabricante. A β-actina e HPRT1 

foram utilizados como genes de referência (controles endógenos) para normalização 

dos dados de expressão gênica. 

 

4.5 AVALIAÇÃO DA FUNÇÃO MITOCONDRIAL 

 

4.5.1 Isolamento e tratamentos das mitocôndrias 
 

As mitocôndrias foram isoladas pelo método de centrifugação diferencial de 

gradiente de densidade, conforme descrito por Nunez-Figueredo et al. (2014). Os 

animais utilizados para os testes foram obtidos do Biotério da Escola de Medicina 

Veterinária e Zootecnologia da Universidade Federal da Bahia - UFBA e sofreram 

procedimentos já bem estabelecidos no Laboratório de Neuroquímica e Biologia 

Celular da UFBA, segundo protocolo aprovado pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais do ICS/UFBA (CEUA-ICS, Protocolo nº 027/2012). Ratos Wistar machos 

adultos com peso corpóreo entre 150g e 200g foram eutanasiados. O encéfalo foi 

imediatamente removido e transferido para o Potter contendo tampão de isolamento 

composto de sacarose 75 mmol/L, EGTA 1 mmol/L, manitol 225 mmol/L, ASB 0,1 % 

e HEPES-KOH 10 mmol/L, em pH 7,2 e dissociado mecanicamente. Em seguida a 

suspensão foi centrifugada a 2.000 x g por 3 minutos e o sobrenadante resultante 

coletado e centrifugado a 12.000 x g por 8 minutos. O sedimento desta centrifugação 

foi ressuspenso em 10 mL do tampão de isolamento contendo 20 µL de digitonina a 

10 %, que foi utilizada com a função de abertura de sinaptossomas para liberação 

das mitocôndrias, e novamente centrifugado a 12.000 x g por 10 min. O 

sobrenadante foi desprezado, e o sedimento final foi suavemente lavado e 

ressuspenso em tampão de isolamento desprovido de EGTA, a uma concentração 

de proteína de aproximadamente 30 e 40 mg/mL. Todo o procedimento de 

isolamento foi efetuado a 4 ºC (Nunez-Figueredo et al., 2014). Para determinação da 
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concentração de proteínas empregou-se o método de Lowry et al. (1951), sendo o 

meio de reação utilizado como padrão.  

Após isolamento, as mitocôndrias foram mantidas em meio de incubação, 

contendo KCl 130 mmol/L, MgCl2 1 mmol/L e HEPES-KOH fosfato 2 mmol/L, em pH 

7,4, com o tubo onde ela estava contida imerso no gelo. Nos experimentos 

subsequentes para avaliação da atividade mitocondrial, as mitocôndrias (referidas 

como 1 mg de proteína/mL) passaram pelo processo de energização com succinato 

de potássio (5 mmol/L), juntamente com o dano oxidativo induzido por rotenona (5 

µmol/L), que é um inibidor do complexo I e IV da cadeia respiratória amplamente 

utilizado como modelo de dano (Nunez-Figueredo et al., 2014), além do tratamento 

com a rutina a 10 μM. Os controles não foram tratados com o flavonoide. As análises 

foram realizadas 10 min após os tratamentos.  

 

4.5.2 Análise do potencial de membrana mitocondrial 
 

O potencial de membrana mitocondrial foi determinado imediatamente após 

incubação com os diferentes tratamentos por análise espectrofluorimétrica. Para 

tanto, foi utilizada como marcador fluorescente a safranina O (10 µM), um cátion 

lipofílico que se acumula em membranas mitocondriais proporcionalmente ao 

potencial de membrana (Zanotti e Azzone, 1980; Kowaltowski et al., 2009; Vercesi, 

2001). O nível de fluorescência foi avaliado em um fluorímetro (Varioscan Thermo, 

Finlândia) a 495/586 nm de excitação/emissão. 

 

4.5.3 Análise produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) 
 

A quantidade de H2O2 gerada pelas mitocôndrias foi medida através da 

oxidação do Amplex Red 50 μM, na presença da peroxidase (U/mL), ao composto 

fluorescente denominado resorufina. As medidas do nível de fluorescência foram 

feitas utilizando um fluorímetro (Varioscan Thermo, Finlândia), com comprimento de 

excitação e emissão de 563 e 587 nm, respectivamente (Votyakova e Reynolds, 

2001; Pardo-Andreu et al., 2011). 
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4.6 AVALIAÇÃO DE VIABILIDADE CELULAR EM CULTURAS PRIMÁRIAS MISTAS 

DE CEREBELO 

 

4.6.1 Análise da degeneração neuronal por Fluoro-Jade B (FJB)  
 

Para realização deste ensaio, utilizou-se o reagente Fluoro-Jade B (Milipore, 

AG310), um marcador fluorescente de elevada afinidade para a localização de 

degeneração neuronal (OH et al., 2015). As células do cerebelo foram cultivadas em 

placas de vidro com 8 poços (Millicell® EZ SLIDES), numa densidade de 5,0 x 104 

células/cm2. Foram realizados tratamentos com o glutamato na concentração de 10 

mM durante 4 horas, posteriormente tratados com o flavonoide rutina 0,5 μM e 

mantidas por um período de 24 horas contadas a partir da modulação com o 

glutamato. Culturas tratadas somente com DMSO (0,0005%) foram adotadas como 

controle. O sobrenadante das culturas foi removido e as células foram fixadas com 

paraformaldeído 4% (PFA 4%) a temperatura de 4°C, por 10 minutos. As culturas 

foram lavadas 3 vezes com PBS e permeabilizadas com PBS/Triton X-100 a 0,3%, 

por 10 minutos. Decorrido o período, as culturas foram lavadas 3 vezes com água 

destilada e incubadas com a solução de Fluoro-Jade B 0,001%, por 30 minutos a 

temperatura ambiente, sob agitação lenta e protegidas da luz. Em seguida, as 

culturas foram lavadas 3 vezes com PBS e incubadas com um agente fluorescente 

intercalante de DNA 4´,6-diamidino-2-phenilindol diidroclorido (DAPI, Molecular 

Probes, Eugene, OR) por 5 minutos, e lavadas novamente com PBS. Em seguida, 

as culturas foram analisadas em microscópio de fluorescência Olympus® modelo 

AX70 e fotografadas utilizando uma câmara digital (CE Roper Scientific). O resultado 

da quantificação da degeneração neuronal foi avaliado mediante a correlação da 

contagem de células fluorescentes desses dois marcadores celulares nos grupos 

tratados e apresentado em porcentagem pela relação entre Fluoro-Jade B/DAPI. 

 

4.7 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Para cada análise, foram realizados três experimentos independentes, cada 

um com amostragem em triplicata. Os resultados foram analisados pelo programa 

estatístico Graph Pad Prism 5.10 (California, EUA) e registrados como média ± 

desvio padrão dos parâmetros avaliados. Para determinar a diferença estatística 
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entre os grupos, foi realizada uma análise de variância através do teste One Way 

ANOVA seguida pelo pós-teste Student-Newmann-Keuls. O teste t-Student, para 

amostras independentes, foi usado para comparar dois grupos de dados 

quantitativos. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.  
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5. RESULTADOS 

 

5.1 RUTINA REDUZ INCORPORAÇÃO DE IP EM CULTURAS ORGANOTÍPICAS 

DE CÉREBRO  

 

 Nossos resultados demonstraram que a rutina (0,5 e 1µM) não foi tóxica 

para cultura organotípica de cérebro em tratamentos de 24 h, quando comparada ao 

grupo controle. Além disso, foi demonstrado que o glutamato (60 mM) induziu 

toxicidade em células corticais da cultura organotípica por aumentar em 74,5 ± 

25,25% os níveis da intensidade de fluorescência relativa à incorporação do IP, 

quando comparado com o grupo controle. Por outro lado, foi visualizado que a 

rutina, em concentrações de 0,5 e 1µM, induziu proteção contra a toxicidade do 

glutamato em células corticais da cultura organotípica, por reduzir de 174,5 ± 48% 

para 122,5 ± 32,72% e 85,9 ± 15,17% os níveis da intensidade de fluorescência, 

respectivamente, em relação ao grupo tratado com glutamato (Figura 3).    

 

5.2 RUTINA AUMENTA A EXPRESSÃO DE GS EM CULTURAS ORGANOTÍPICAS 

DE CÉREBRO 

 

 A avaliação por Western Blotting da expressão da enzima Glutamina 

Sintetase demonstrou que os grupos tratados somente com a rutina (0,5 µM) 

diminuíram a expressão da GS em 19,75 ± 6,37% após 24h de tratamento sem o 

dano pela excitotoxicidade do glutamato em relação ao grupo controle (DMSO). 

Também foi demonstrado que, nos grupos tratados somente com o glutamato (60 

mM), este não foi capaz de modificar significativamente a expressão da GS. No 

entanto, foi observado em culturas organotípicas tratadas concomitantemente com 

glutamato (60 mM) e rutina (0,5 µM) um aumento da expressão da GS em 16,1 ± 

11,8% em relação ao grupo controle (DMSO) (Figura 4).  
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Figura 3: Análise de viabilidade celular através da incorporação do iodeto de propídio (IP) em culturas 

organotípicas de cérebro. Em A, cultura em condição controle (DMSO 0,0005%). Em B, cultura 

exposta por 24h a 60 mM de glutamato (GLU). Em C, cultura tratada com 0,5 µM de rutina (R). Em D, 

cultura tratada concomitantemente com 60 mM de glutamato e 0,5 µM de rutina. Obj. 4X. Barras de 

escala representam 50.000 µm. Em E, quantificação da intensidade de fluorescência do IP 

incorporado. Os valores representam medias ± desvio padrão (n = 3) da intensidade relativa de 

fluorescência por área analisada em software ImageJ. A análise de variância foi realizada usando 

One-way Anova para múltipla comparação e pós-teste Newman-Keuls.  *p < 0,05, representa 

diferença estatística em relação às culturas em condições controle; ***p < 0,001, representa diferença 

estatística em relação às culturas em condições controle; 
###

p < 0,001, representa diferença 

estatística em relação às culturas expostas a 60 mM de glutamato.   
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Figura 4. Ensaio de modulação da expressão de glutamina sintetase (GS) por ação da rutina (RUT) 

em culturas organotípicas de cérebro através do Western Blotting. Foram usados DMSO (0,0005%) 

como controle, e tratamento com glutamato (GLU) 60 mM e/ou rutina 0,5 μM durante 24h de 

tratamento. Em A, bandas imunorreativas para glutamina sintetase (45 kDA) e Ciclofilina B (23 kDA). 

Em B, gráfico representa razão entre unidades densitométricas arbitrárias da expressão de GS por 

expressão de Ciclofilina B. A análise de variância foi realizada usando One-way Anova para múltipla 

comparação e pós-teste Newman-Keuls, *p < 0,05, representa diferença estatística em relação às 

culturas em condições controle. 
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5.3 RUTINA MODULA A EXPRESSÃO DE GLAST E DE GLT1 EM CULTURAS 

ORGANOTÍPICAS DE CÉREBRO 

 

 A avaliação da expressão da proteína GLAST por Western Blotting 

demonstrou que, nos grupos tratados somente com a rutina (0,5 µM), esta não foi 

capaz modificar a expressão do transportador quando comparado ao grupo controle 

(DMSO). Por outro lado, foi demonstrado que, nos grupos tratados somente com o 

glutamato (60 mM) houve aumento da expressão da GLAST de 100% para 132,8 ± 

13,17% em relação ao grupo controle (DMSO). Também foi observado que a rutina 

(0,5 µM) amplificou o aumento da expressão da GLAST em tratamentos 

concomitantes com glutamato para 151,4 ± 17,76%, em relação aos grupos controle 

e grupo glutamato. 

 Já a avaliação por Western Blotting da expressão da proteína transportadora 

GLT1 assinalou que, nos grupos tratados somente com a rutina (0,5 µM), esta 

induziu diminuição da expressão da GLT1 em 14 ± 11,56% em relação ao grupo 

controle (DMSO). No entanto, os grupos tratados com o glutamato (60 mM) e o 

glutamato (60 mM) associado à rutina (0,5 µM) não sofreram modificações na 

expressão da proteína GLT1 em relação ao grupo controle (Figura 5). 
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Figura 5. Ensaio de modulação da expressão das proteínas transportadoras GLAST e GLT1 por ação 

da rutina (RUT) em culturas organotípicas de cérebro através do Western Blotting. Foram usados 

DMSO (0,0005%) como controle, e tratamento com glutamato (GLU) 60 mM e/ou rutina 0,5 μM 

durante 24h de tratamento. Em A, bandas imunorreativas para GLT1 (62 kDA), para GLAST (56 KDa) 

e para Ciclofilina B (23 kDA). Em B, gráfico representa razão entre unidades densitométricas 

arbitrárias da expressão de GLT1 e de GLAST por expressão de Ciclofilina B. A análise de variância 

foi realizada usando One-way Anova para múltipla comparação e pós-teste Newman-Keuls, *p < 0,05, 

representa diferença estatística em relação às culturas em condições controle; **p < 0,001, 

representa diferença estatística em relação às culturas em condições controle; #p < 0,001, representa 

diferença estatística em relação às culturas expostas a 60 mM de glutamato. 
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5.4 RUTINA MODULA NÍVEIS DE mRNA DE GLAST EM CULTURAS 

ORGANOTÍPICAS DE CÉREBRO  

 

 A avaliação da modulação dos níveis de mRNA da proteína GLAST via RTq-

PCR demonstrou que, nos grupos tratados somente com rutina (0,5 μM), esta foi 

capaz de induzir aumento dos níveis de mRNA deste transportador em 294,5 ± 

38,89% quando comparado ao grupo controle em 100% (DMSO). No entanto, foi 

demonstrado que, nos grupos tratados somente com glutamato (60 mM), este não 

induziu aumento nos níveis de mRNA em relação ao grupo controle (DMSO). Já nos 

grupos tratados concomitantemente com a rutina (0,5 μM) e o glutamato (60 mM), foi 

observado que os níveis de mRNA deste transportador aumentaram em 526,5 ± 

21,82% (Figura 6). 

 Já a avaliação da modulação dos níveis de mRNA da proteína GLT-1 via 

RTq-PCR assinalou que não houve diferença entre todos os grupos tratados (Figura 

6).  

 

 

Figura 6. Análise dos níveis de mRNA das proteínas transportadoras GLAST e GLT1 por ação da 

rutina (RUT) em culturas organotípicas de cérebro através do RTq-PCR. Foram usados DMSO 

(0,0005%) como controle, e tratamento com glutamato (GLU) 60 mM e/ou rutina 0,5 μM durante 24h 

de tratamento. Em A, gráfico representa a análise da expressão relativa ao controle da proteína 

GLAST. Em B, gráfico representa a análise da expressão relativa ao controle da proteína GLT1. A 

análise de variância foi realizada usando One-way Anova para múltipla comparação e pós-teste 

Newman-Keuls, *p < 0,05, representa diferença estatística em relação às culturas em condições 

controle. 
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5.5 RUTINA APRESENTA EFEITO PROTETOR EM MITOCONDRIAS ISOLADAS 

DE CEREBRO DE RATOS 

 

 Os resultados mostram que a rutina na concentração de 10 μM foi capaz de 

reduzir em 35,47 ± 4 % a dissipação do potencial de membrana induzida por 

rotenona em mitocôndrias isoladas do cérebro de ratos quando comparado com a 

condição controle (DMSO 0,01%) (Figura 7A). Além disto, foi observado que a rutina 

na concentração de 10 μM, também foi capaz de reduzir em 38,1 ± 7,8 % os níveis 

de produção de espécies reativas de oxigênio quando comparada ao grupo controle 

(DMSO 0,01%) (Figura 7B). 

 A análise comparativa entre o grupo controle negativo (CT) e o grupo DMSO 

0,01%, ambos sem tratamento, demonstrou não haver diferenças para ambos os 

parâmetros avaliados. 

 

5.6 PÓS-TRATAMENTO COM RUTINA NÃO REDUZ A MORTE NEURONAL EM 

CULTURAS PRIMÁRIAS MISTAS DE CEREBELO 

 

 A análise da degeneração neuronal por Fluoro-Jade B após tratamento de 

culturas cerebelares com rutina (0,5 μM) e/ou glutamato (10 mM) mostrou no grupo 

tratado com a rutina (0,5 µM) percentual de células FJB positivas semelhante ao do 

grupo controle, indicando que os neurônios nestas condições permaneceram viáveis 

após 24 h de tratamento. No entanto, o tratamento com o glutamato (10 mM) induziu 

aumento de 3,14 ± 2,89% do grupo controle para 16,37 ± 6,14 % no percentual de 

células FJB positivas (Figura 8). 

 O tratamento com glutamato e seguido após 4h de rutina não reduziu o 

percentual de células FJB positivas, quando comparado ao grupo glutamato, por 

aumentar de 3,14 ± 2,89% para 14,2 ± 5,30 % os níveis de morte neuronal em 

relação ao grupo controle (Figura 8). 
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Figura 7. Avaliação da função de mitocôndrias isoladas de encéfalo de ratos machos Wistar adultos 

incubados com rotenona (5 µmol/L). Em A, avaliação da dissipação do potencial de membrana de 

mitocôndrias isoladas após 10 minutos de exposição aos compostos DMSO 0,01% e rutina 10 μM 

(RUT) usando a Safranina O como marcador, mensurada pela intensidade de fluorescência a 

495/586 nm de excitação/emissão. Em B, avaliação da formação de espécies reativas de oxigênio em 

mitocôndrias isoladas após 10 minutos de exposição aos compostos DMSO 0,01% e rutina 10 μM 

usando o Amplex Red como marcador, mensurada pela intensidade de fluorescência 563/587 nm de 

excitação/emissão. A análise de variância foi realizada usando o teste t-Student para amostras 

independentes, para comparar dois grupos de dados quantitativos. * Valor de p<0,05, diferença 

estatisticamente significante em relação ao controle (DMSO 0,01%). 
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Figura 8: Análise da degeneração neuronal através da coloração com Fluoro-Jade B e marcação de núcleos com 

DAPI em culturas primárias mistas de cerebelo. Em A, cultura corada após período de tratamento em condição 

controle (DMSO 0,0005%). Em B, cultura corada após 24h de tratamento com 0,5 µM de rutina (RUT). Em C, 

cultura corada após 24h de exposição a 10 mM de glutamato (GLU). Em D, cultura corada após exposição a 10 

mM de glutamato e tratamento com 0,5 µM de rutina. As imagens foram registradas por microscopia de 

fluorescência (Obj. 20 x 0.70), barra de escala = 50 μm. Em C e D, setas brancas indicam células Fluoro-Jade B 

positivas. Em E, quantificação de células Fluoro-Jade B positivas por núcleos corados com DAPI. Os valores 

representam medias ± desvio padrão (n = 3) do percentual de células Fluoro-Jade B positivas. A análise de 

variância foi realizada usando One-way Anova para múltipla comparação e pós-teste Newman-Keuls.  *p < 0,05, 

representa diferença estatística em relação às culturas em condições controle.  
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6. DISCUSSÃO 

 

Os modelos de estudos de células do SNC in vitro são essenciais para a 

pesquisa celular em um ambiente isolado, em especial os modelos de culturas 

primárias e organotípicas. Estas técnicas permitem a utilização de um número 

reduzido de animais experimentais, além da redução dos seus sofrimentos por não 

haver necessidade de procedimentos cirúrgicos demorados, como visualizados em 

estudos in vivo. Outro fator é que este modelo permite uma melhor avaliação nos 

tratamentos de simulações de doenças neurodegenerativas por não serem 

influenciadas por possíveis complicações de penetração cerebral ou de instabilidade 

metabólica. Em especial, as culturas organotípica destacam-se das culturas 

dissociadas por, além de permitirem o estudo da morfologia, função, sobrevivência e 

a utilização de potenciais agentes de dano ou proteção celular, elas são capazes de 

preservar a organização estrutural e sináptica do tecido original. Essa característica 

confere à cultura organotípica um passo importante à frente na simulação de 

situações de desordens neuronais in vivo. Devido a essa característica, esse modelo 

de estudo foi o escolhido para realização da maioria dos ensaios de neuroproteção 

no presente trabalho (Cho et al., 2007; Ziobro et al., 2011; Humpel, 2015; Piwonska 

et al., 2016).  

Estudos com fatias de cérebro com foco no córtex cerebral ou a utilização da 

excitotoxicidade do glutamato em modelos de estudo de neurodegeneração e de 

neuroproteção são bem descrito na literatura, no entanto o uso em conjunto de 

ambas as metodologias ainda não foi muito descrito (Bendfeldt et al., 2007; 

Camenzind et al., 2010; Wang e Zhu, 2012). Este trabalho é inovador na 

identificação de mecanismos de ação da rutina associados à expressão de 

transportadores de aminoácidos excitatórios em modelo de excitotoxicidade 

glutamatérgica usando cultura organotípica de cérebro (com foco no córtex cerebral) 

e pode estimular mais estudos na área acerca dessa desordem, além de incentivar a 

utilização do flavonoide rutina em estudos e pesquisas pré-clínicas em humanos 

para o desenvolvimento de novo fármaco neuroprotetor. 

A morte celular induzida pelo glutamato caracterizada em nosso trabalho em 

culturas organotípicas foi inibida por tratamentos com o flavonoide rutina. Estudos 

têm demonstrado que dentre os mecanismos de ação no sistema nervoso já foram 
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relatados efeitos antioxidantes e modulador da resposta glial (Silva et al., 2008; 

Azevedo et al., 2013). Neste sentido, buscamos neste trabalho esclarecer a 

associação do mecanismo antioxidante com uma possível proteção mitocondrial e a 

ação sobre células gliais, com a modulação da expressão da principal enzima 

envolvida no metabolismo do glutamato, a glutamina sintetase astroglial e a 

modulação da expressão dos transportadores de aminoácidos excitatórios desta 

mesma célula.  

A ação de astrócitos no efeito neuroprotetor diante da excitotoxicidade do 

glutamato parece estar diretamente associada à sua atuação detoxificadora, visto 

que estas células contêm transportadores (EAAT) e enzimas (GS) capazes de 

reduzir níveis excedentes de glutamato (Swanson et al., 2004; Foran e Trotti, 2009). 

Estudos vêm demonstrando que a rutina induz ativação de astrócitos, marcada pelo 

aumento da expressão de GFAP (Silva et al., 2008) e que a ação da GS está 

diretamente relacionada com a astrogliose, de forma que o aumento da expressão 

desta enzima tem sido usado como um marcador metabólico do fenômeno 

(Sandberg et al., 1985; Condorelli et al., 1989). Ainda que Martini et al. (2007) 

tenham demonstrado que a rutina não interferiu na ligação do glutamato com 

receptores, na captação deste por vesículas sinápticas, na captação deste por 

astrócitos e na liberação de glutamato pelas vesículas sinápticas, nossos achados 

demonstraram que a rutina aumentou a expressão de GS em culturas organotípicas 

de  cérebro, que é um importante mecanismo associado à regulação de níveis deste 

neurotransmissor.  

Estudos de Martini et al. (2007) foram realizados expondo culturas de 

astrócitos a níveis fisiológicos de glutamato (100 µM) e ensaios de dosagem de LDH 

(Desidrogenase lática) não demonstram indução de citotoxicidade. Em nosso 

estudo, em condições sem adição de altos níveis de glutamato, a rutina induziu 

redução da expressão de GS e GLT1, demonstrando que esta pode regular o 

metabolismo deste neurotransmissor sem afetar a viabilidade neuronal, uma vez que 

não foi observada alteração associada à incorporação de iodeto de propídio nestas 

condições. Por outro lado, no nosso estudo, quando em condições com altos níveis 

de glutamato, a rutina foi capaz de aumentar a expressão de proteína GLAST neste 

mesmo modelo. Estes achados corroboram com os resultados obtidos na análise do 

RT qPCR para estes transportadores de glutamato, onde foi observado que, em 

grupos tratados com rutina e/ou glutamato não há alteração nos níveis de mRNA 
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para GLT1. Entretanto, nos grupos onde a rutina está presente (com ou sem 

glutamato) há aumento nos níveis de produção de mRNA para GLAST. Neste 

sentido, a rutina parece estar atuante no mecanismo de neuroproteção através do 

aumento da expressão de proteínas GS e GLAST, importantes no processo de 

detoxificação do excedente deste aminoácido excitatório por astrócitos.  

A disfunção mitocondrial é um fator que está diretamente associado às 

doenças neurodegenerativas ligadas a excitotoxicidade glutamatérgica (Beal, 1995; 

Schinder et al., 1996; Ju et al., 2009). Nossos resultados demonstraram que além da 

redução de espécies reativas de oxigênio mitocondrial induzida por rotenona, a 

rutina também inibiu a dissipação do potencial de membrana demonstrando um 

efeito mitoprotetor. Com esse achado, sugere-se que a rutina favoreça a 

manutenção da produção de ATP mitocondrial e colabora para a manutenção da 

homeostase fisiológica e consequente viabilidade celular (Schulz et al., 1997; Dong 

et al., 2009), desta forma, caracterizando um possível mecanismo de ação 

neuroprotetora da rutina para a morte neuronal visualizada em nossos modelos 

induzidos por glutamato. 

Os ensaios de proteção em culturas organotípicas demonstraram que a rutina 

apresenta um potencial neuroprotetor que pode ser aplicado na busca de fármaco 

para enfermidades neurodegenerativas progressivas de caráter lento ou de um 

fármaco neuroprotetor profilático (Caudle e Zhang, 2009; Campos-Peña e Meraz-

Ríos, 2014). Para avaliar se esta ação neuroprotetora também se aplica a condições 

súbitas de aumento da liberação de glutamato, como ocorre em acidente vascular 

cerebral (Rothman, 1984), em que pacientes são submetidos a tratamentos horas 

após o inicio do dano neuronal, realizamos ensaios de pós-tratamento com rutina em 

culturas primárias. Nestas condições a rutina não foi capaz de realizar uma ação 

neuroprotetora, como visualizado nos ensaios de degeneração neuronal por Fluoro-

Jade B. Esses dados nos mostraram que a rutina pode proteger neurônios contra 

danos pela excitotoxicidade do glutamato quando presente no SNC no momento da 

lesão excitotóxicas, mas não em processo neurodegenerativo já instalado. 

Sugerimos que isto acontece, porque a rutina pode atuar no processo inicial da 

detoxificação contra a excitotoxicidade favorecendo a prevenção contra este dano e 

não como agente restaurador, o que proporciona maior viabilidade celular em 

tratamentos concomitantes a altos níveis de glutamato, como visualizado em nossos 

resultados. 
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O presente estudo elucidou novos mecanismos de ação neuroprotetora do 

flavonoide rutina diante da excitotoxicidade induzida pelo glutamato através de 

distintas vias, e que juntamente com estudos descritos na literatura sobre ação 

neuroprotetora desta molécula estimula a sua aplicação em estudos pré-clínicos, 

visto que, compostos metabólicos que apresentem efeito antioxidante, mitoprotetor e 

neuroprotetores, podem ser possíveis fármacos de prevenção à cascata de eventos 

que são sucedidos após o insulto excitotóxico mediado por este aminoácido e 

consequentemente direcionados para diferentes enfermidades do SNC. 
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7. CONCLUSÃO 

 

Conclui-se que a rutina é um agente neuroprotetor que previne a excitotoxicidade e 

sugere-se que esse efeito envolva proteção mitocondrial e regulação de 

metabolismo astrocitário através da modulação da expressão de proteínas 

envolvidas no processo de detoxificação do glutamato. No entanto, mais estudos 

são cruciais, a fim de elucidar mais mecanismos moleculares de neuroproteção 

induzida por rutina contra danos causados por glutamato e compreender melhor o 

papel das células gliais, especialmente astrócitos e microglia na bioatividade de 

rutina. 
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