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RESUMO 

 

A rutina é um dos compostos polifenólicos mais comuns descritos na literatura, com grande 

destaque no âmbito científico devido as suas inúmeras atividades farmacológicas de interesse à 

saúde humana, incluindo seu potencial neuroprotetor. No contexto das doenças 

neurodegenerativas, a excitotoxicidade glutamatérgica tem sido apontada como um importante 

mecanismo de morte neuronal associado a progressão dessas doenças. Portanto, este estudo 

teve como objetivo investigar a atividade neuroprotetora da rutina para células neurais sob ação 

citotóxica do glutamato. Para isso, foram realizadas culturas organotípicas de cérebro, cultura 

primária de neurônio/células gliais mesencefálicas e cultura de células da linhagem PC12. A 

cultura de células PC12 foi submetida a diferentes tratamentos: tratamento direto com a rutina 

(0,5 – 50 μM) e/ou glutamato (10 - 60 mM); tratamento indireto obtido com o uso de meio 

condicionado da cultura organotípica cerebral de rato Wistar (p7-p9) tratados com a rutina (0,5 

μM) e glutamato (60 mM). Em adição, também tratamos cultura primária de neurônios/células 

gliais mesencefálicas com rutina a 0,5 μM. Passadas 24 h dos tratamentos direto e indireto das 

células PC12, realizamos as análises de viabilidade celular utilizando o Teste de de Iodeto de 

Propídio. Além disto, realizamos análises morfológicas após coloração de Rosenfeld para as 

células PC12 e para a cultura primária de neurônios/células gliais mesencefálicas. Os resultados 

obtidos com o teste de viabilidade celular demonstraram que a rutina não foi tóxica para as 

células PC12 até a concentração de 10 μM, por 24 h. O glutamato, por sua vez, induziu efeito 

tóxico para as células PC12 de maneira concentração-dependente, sendo que a concentração a 

60 mM foi capaz de provocar aproximadamente  100% de morte para as células em cultivo. Em 

relação aos ensaios de neuroproteção direta, demonstrou-se que a rutina não foi capaz de 

proteger as células PC12 contra a toxicidade do glutamato a 30 e 60 mM, sendo essas 

concentrações tóxicas para 20% e 100% de morte, respectivamente. Por outro lado, o meio 

condicionado de cultura organotípica tratada com a rutina (0,5 μM) + glutamato (60 mM) 

induziu baixa toxicidade para células PC12, mais especificamente apenas 8% das células 

morreram com o tratamento, enquanto que o tratamento direto apresentou 100% de células 

mortas. Em relação as alterações morfológicas, o tratamento indireto com meio condicionado 

de tratamento com rutina induziu mudanças características de diferenciação neuronal para 

aproximadamente 26% das células em cultivo, diferente do tratamento direto com rutina o qual 

induziu 2.5%. Estas alterações morfológicas relacionadas ao aumento de pontos de 

ramificações e ao aumento do comprimento de neuritos também foram observadas em células 

PC12 sob tratamento indireto e cultura primária de neurônios/células gliais mesencefálicas. 

Estes resultados indicam um efeito neuroprotetor e morfogênico da rutina que podem estar 

associados à modulação do metabolismo do glutamato pelos astrócitos e/ ou liberação de fatores 

solúveis neuroprotetores e indutores de diferenciação neural.  

 

Palavras-chaves: Doenças neurodegenerativas; excitotoxicidade glutamatérgica; flavonoides; 

neuroproteção. 
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 ABSTRACT 

 

Rutin is one of the most common used polyphenolic compounds described in the literature, with 

great scientific prominence due to its interesting pharmacological activities for of human health, 

including its neuroprotective potential. In the context of neurodegenerative diseases, 

glutamatergic excitotoxicity has been identified as an important mechanism of neuronal death 

associated with progression of these diseases. Therefore, this study aimed to investigate the 

rutin neuroprotective activity for neural cells under cytotoxic glutamate action. For this, 

organotypic cultures of the brain, primary culture of neuron/ mesencephalic glial cells and 

culture of cells of the PC12 strain were performed. The PC12 cells culture was subjected to 

different treatments: direct treatment with rutin (0.5 - 50 μM) and /or glutamate (10 - 60 mM); 

indirect treatment using conditioned medium obtained from brain organotypic culture of Wistar 

rats (p7-p9) treated with rutin (0.5 μM) and glutamate (60 mM). In addition, we also treated 

primary culture of mesencephalic neurons/glial cells with 0.5 μM rutin. After 24 hours of direct 

or indirect treatment of PC12 cells, we performed cell viability analyzes by Propidium Iodide 

test. In addition, we performed morphological analyzes after Rosenfeld staining for PC12 cells 

and for primary culture of mesencephalic neurons/glial cells. The results obtained with the cell 

viability test demonstrated that rutin was not toxic to PC12 cells 10 μM, for 24 h. Glutamate, 

in turn, induced a toxic effect in PC12 cells in a concentration-dependent manner, and the 

concentration at 60 mM was able to cause almost 100% of death to the cells in culture. In 

relation to direct neuroprotection assays, it was demonstrated that rutin was not able to protect 

PC12 cells against glutamate toxicity at 30 and 60 mM, these concentrations being toxic to 20% 

and 100% death, respectively. On the other hand, conditioned media from brain organotypic 

culture treated with rutin- (0.5 μM) + glutamate (60 mM) induced low toxicity in PC12 cultures, 

more specifically only 8% of cells died with treatment, whereas direct treatment presented 

100% dead cells. Regarding morphological changes, indirect treatment with rutin induced a 

characteristic change in neuronal differentiation for approximately 26% of cells in culture, 

unlike direct treatment which induced 2.5%. These morphological changes related to the 

increase of branch points and the increase of neurite length were observed in PC12 cells and in 

primary culture of mesencephalic neurons/glial cells. These results indicate that the 

neuroprotective and morphogenic effects of rutin may be associated with modulation of 

glutamate metabolism by astrocytes and/ or release of soluble neuroprotective and inductors of 

neural differentiation factors. 

 

Keywords: Flavonoids; glutamatergic excitotoxicity; neurodegenerative diseases; 

neuroprotection.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

O avanço da idade populacional está diretamente associado a uma alta prevalência de 

diversas doenças neurodegenerativas. Uma vez que o processo de envelhecimento é marcado 

por uma perda fisiológica neuronal que ocorre em diversas regiões do encéfalo, eventos de lesão 

e morte celular tornam-se inevitáveis e podem aumentar a susceptibilidade para o 

desenvolvimento de neuropatologias como a Doença de Parkinson (DP), Doença de Alzheimer 

(DA), Doença de Huntington (DH) e Esclerose Lateral Amiotrófica (ELA) (BAK e 

CHANDRAN, 2012; ABELIOVICH e GITLER, 2016; CANTER et al., 2016; TAYLOR et al., 

2016; WYSS-CORAY, 2016).  

 Atualmente as doenças neurodegenerativas ocupam um posto de grande relevância 

social e são consideradas um dos grupos de doenças mais caras da senescência. Por tratar-se de 

enfermidades crônicas com evolução debilitante e tratamento puramente sintomático, há uma 

grande urgência para a identificação de medidas preventivas e/ou terapêuticas na tentativa de 

evitar que estas doenças se tornem um fardo financeiro e social no futuro (DORSEY et al., 

2007; PROCACCINI et al., 2016). Para isso, é necessária uma melhor compressão dos 

mecanismos de morte celular neuronal envolvidos na progressão das patologias 

neurodegenerativas. 

As disfunções inerentes à ação de aminoácidos excitatórios suscitam uma série de 

eventos importantes envolvidos com a progressão dessas patologias. A excitotoxicidade 

glutamatérgica, mais especificamente, é capaz de desencadear a morte neuronal no Sistema 

Nervoso Central (SNC) de mamíferos através de diversas vias. A principal delas envolve a 

perda de homeostasia do íon cálcio após ativação exacerbada dos receptores de glutamato, que 

em níveis intracelulares elevados passa a causar neurotoxicidade, resultando na degradação de 

membranas, proteínas e ácidos nucléicos (AMANI et al., 2016). Adicionalmente, a 

hiperatividade dos receptores do glutamato aumenta significativamente a geração de radicais 

livres, o que também contribui para a morte programada dos neurônios (PRENTICE et al., 

2015). 

A prospecção de metabólitos secundários vegetais, por sua vez, tem possibilitado 

identificar e orientar o desenvolvimento de novos produtos farmacêuticos com grande potencial 

antioxidante e neuroprotetor capaz de prevenir ou tratar doenças do SNC. Os flavonoides, um 

grupo de compostos polifenólicos de destaque no reino vegetal, apresenta uma gama de efeitos 

biológicos extensivamente relatados na literatura (GROSSO et al., 2013; DE ANDRADE-

TELES et al., 2018). A rutina, por exemplo, é um glicoflavonol com propriedades 
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farmacológicas já observados em diversos modelos de doença in vitro e in vivo do SNC. 

Evidências substanciais indicam que sua ação neuroprotetora ocorra através principalmente da 

inibição da neurotoxicidade através da indução do aumento da expressão de enzimas 

antioxidantes, através da regulação positiva de genes protetores capazes de evitar a morte de 

células neuronais incluindo tirosina hidroxilase (Th), o fator sensível N-etilmaleimida (NSF) e 

o homólogo atrofico óptico 1 (genes OPA1), e através da sua forte capacidade inibitória da 

neuroinflamação (MAGALINGAM et al., 2015; HAO et al., 2016). Vale acrescentar que em 

trabalho anterior desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa, demonstrou-se que a rutina atua 

protegendo cultura organotípica de cérebro de ratos contra a morte induzida pelo glutamato 

através da modulação do metabolismo glial e modulação positiva da expressão de 

transportadores de aminoácidos excitatórios (FERREIRA, 2016).  

O desenvolvimento de estudos a partir de modelos de cultura de células é uma das 

principais alternativas para compreender os mecanismos subjacentes ao processo de 

excitotoxicidade glutamatérgica e neuroproteção induzida por compostos polifenólicos (para 

revisão ver CHOI, 1988). No entanto, embora a utilização de cultura de células PC12 tenha 

crescido como modelo de estudo potencialmente útil para elucidar os mecanismos de dano 

neuronal envolvidos em muitos processos neurodegenerativos (RUKENSTEIN et al., 1991; 

GREENE et al., 2006; MAGALINGAM et al., 2014; KRITIS et al., 2015; PEREIRA et al., 

2017; ZHOU et al., 2019), pouco se conhece sobre a ação neuroprotetora da rutina para células 

PC12 em condições de excitotoxicidade glutamatérgica em DP. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 INTRODUÇÃO AO SISTEMA NERVOSO 

O sistema nervoso (SN) é um complexo órgão biológico que engloba um distinto 

conjunto de células e nervos altamente especializados envolvidos na transmissão de sinais para 

diferentes partes do corpo humano. O principal componente celular do sistema nervoso, o 

neurônio, desempenha funções relacionadas à captação, processamento e coordenação de 

diversas informações, sejam endógenas ou exógenas, com capacidade de induzir respostas 

fortemente específicas a essas mudanças (MACHADO, 2006).  

 Estruturalmente, o SN é dividido em sistema nervoso central (SNC), localizado mais 

precisamente dentro do esqueleto axial, formado pelo encéfalo e medula espinhal; e sistema 

nervoso periférico (SNP), localizado fora do esqueleto e formado pelos nervos, gânglios e 

terminações nervosas (MACHADO, 2005; GORDON-BETTS et al., 2013). Funcionalmente, o 

SN apresenta duas partes principais, o componente somático, responsável pela integração do 

organismo ao meio ambiente e o componente visceral, responsável pelo controle das estruturas 

viscerais a fim de manter a homeostase do organismo (NETO e FLAVIGNA, 2003; LENT, 

2010). Este último ainda se subdivide em sistema nervoso visceral aferente (condutor das 

informações sensoriais do ambiente para o SNC) e o sistema nervoso visceral eferente ou 

autônomo (responsável por manter as funções vitalícias em ordens) (DIAMOND et al., 1985; 

GORDON-BETTS et al., 2013).  

 

2.1.1 Componentes celulares de destaque no Sistema Nervoso Central (SNC) 

O SNC compreende duas principais regiões do cérebro que abrigam uma vasta 

população de células responsáveis por funções centrais ao corpo humano. O encéfalo, porção 

central do SNC, é representado pelo telencéfalo (o qual corresponde aos hemisférios cerebrais), 

pelo diencéfalo (tálamo, metatálamo, epitálamo, hipotálamo e subtálamo), pelo cerebelo e 

tronco encefálico, este último subdividido em bulbo, mesencéfalo e ponte (DIAMOND et al., 

1985; LENT, 2010). A medula espinhal é a parte mais distendida do SNC e apresenta uma 

composição de células distinta do encéfalo. No entanto, ambas dispõem das chamadas 

substância cinzenta (formada pelos corpos celulares neuronais e gliais) e substância branca 

(composta principalmente pelos prolongamentos neuronais) (DIAMOND et al., 1985; LENT, 

2010). Juntos, os neurônios e as células gliais formam os dois principais tipos de células do SN 

(figura 1). 



 
 

18 
 

 

 

Figura 1: Os principais tipos celulares do SNC compreendem as células neuronais e as 

células da glia, as quais se subdividem em astrócitos, microglia, oligodendrócitos e NG2 

(autoria: Jéssica Teles).   

 

Os neurônios são células providas de axônios e dendritos diretamente envolvidos na 

transferência e processamento de informações. Segundo Azevedo e colaboradores (2009), cerca 

de 86 bilhões de neurônios residem em um cérebro humano do sexo masculino adulto, 

acompanhado de 85 bilhões de células gliais. No entanto, as estimativas exatas da razão 

neurônio/glia ainda não estão totalmente elucidadas (HERCULANO-HOUZEL, 2014). As 

células da glia compreendem, por sua vez, as células nervosas especializadas no fornecimento 

de suporte nutritivo, imunológico e protetor para os neurônios. A sua população total pode ser 

subdividida em quatro grupos principais: os oligodendrócitos, as células NG2, a microglia e os 

astrócitos que dispõem-se comumente circundando o corpo celular, axônios e dendritos 

neuronais estabelecendo interações diretas (FIELDS e STEVENS-GRAHAM, 2002; 

HERCULANO-HOUZEL e LENT, 2005; JÄKEL e DIMOU, 2017).   

Os oligodendrócitos são responsáveis pela produção e manutenção das bainhas de 

mielina dos axônios, essenciais para a rápida condução dos sinais elétricos no SN. Há diferentes 

linhagens de oligodendrócitos no SNC que são originadas de diferentes células progenitoras, 

sendo a medula espinhal capaz de gerar cerca de 85-90% dessas células (CAI et al., 2005; 
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SIMONS e NAVE, 2015). As células NG2, por sua vez, são assim denominadas devido a 

expressão do proteoglicano de sulfato de condroitina NG2.  Essas células precursoras de 

oligodendrócitos (OPCs) estão envolvidas com a promoção da motilidade de células endoteliais 

(FUKUSHI et al. 2004; revisado por NISHIYAMA et al., 2014), e na produção de astrócitos 

protoplasmáticos na massa cinzenta (ZHU et al., 2008a, b).  Curiosamente, estudos relataram 

que as células que expressam o proteoglicano NG2 são capazes de estabelecer sinapses 

glutamatérgicas e GABAérgicas com neurônios. Consequentemente, células NG2 podem ser 

sugeridas como células potenciadoras da liberação de glutamato e GABA (BERGLES et al., 

2000; LIN e BERGLES, 2004a, b; KULA, CHEN e KUKLEY, 2019). 

A microglia compreende uma importante população celular envolvida na vigilância 

imunológica do SNC. Estas células desempenham funções fagocitárias já bem definidas, com 

participação adicional na regulação da inflamação inata e adaptativa. São ainda capazes de 

responder a sinais imunes de estresse ou dano celular decorrente da ação de patógenos, 

induzindo respostas protetoras específicas por meio da liberação de citocinas, quimiocinas e 

fatores de crescimento (WOLF et al., 2017).  

Outro grupo celular da glia de destaque no SNC são os astrócitos. As células 

astrocitárias são responsáveis por executar funções substanciais para manutenção da 

homeostase do cérebro e sustentação da atividade neuronal (SOFRONIEW e VINTERS, 2010). 

(HERCULANO-HOUZEL, 2014; KHAKH e DENEEN, 2019). São células capazes de fornecer 

nutrientes e oxigênio captado diretamente do sangue para os neurônios, além do suporte 

metabólico e de exercer importante papel na remoção dos produtos gerados do metabolismo. 

Ademais, os astrócitos auxiliam na migração neuronal, no controle do equilíbrio iônico, no 

processo de eliminação de espécies reativas de oxigênio e desempenham atividades 

relacionadas à defesa imune inata no SNC (HERCULANO-HOUZEL e LENT, 2005; 

DRINGEN et al., 2015). Em resumo, estudos têm demonstrado que na ausência das células 

astrocitárias, a sobrevida neuronal é significativamente baixa (ALLEN, 2014; JÄKEL e 

DIMOU, 2017).  

A reatividade dos astrócitos é descrita como um dos mecanismos endógenos necessários 

para restringir as lesões iniciais no SN e impedir o avanço de prováveis danos. Este evento de 

reatividade astrocitária ou astrogliose reativa é caracterizada por uma série de alterações 

celulares, moleculares, funcionais e fenotípicas significativas, além da hipertrofia e proliferação 

celular. Essas alterações incluem o aumento na expressão de filamentos intermediários 

(principalmente as proteínas ácidas fibrilares gliais -GFAP) e liberação de citocinas pró-

inflamatórias e anti-inflamatórias, as quais incluem o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), 
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fator de crescimento transformante beta (TGF-β), interferon gama (IFN-γ) e interleucinas (IL-

1 e IL -6) (JOGHATAEI e MEHRABI, 2019). 

Em adição, a capacidade em participar do tráfego e da reciclagem de neurotransmissores 

coloca os astrócitos em um lugar de destaque na prevenção contra excitotoxicidade 

glutamatérgica (SOFRONIEW e VINTERS, 2010; DRINGEN et al., 2015; KHAKH e 

SOFRONIEW, 2015; KHAKH e DENEEN, 2019), uma vez que em condições de 

hiperatividade induzida pelo glutamato, observada em diversas doenças neurodegenerativas, os 

astrócitos captam e metabolizam o excesso do neurotransmissor liberado pelos neurônios 

(MARTINEZ-HERNANDEZ et al., 1977; revisado por SCIMEMI et al., 2019). 

 

2.2 EXCITOTOXICIDADE GLUTAMATÉRGICA 

 

 O glutamato, principal neurotransmissor excitatório no SNC de mamíferos, participa de 

uma série de atividades importantes para o funcionamento cerebral. Sua ação excitatória é 

necessária para a transdução de sinais, regulação da plasticidade sináptica, crescimento 

neuronal e orientação do axônio, além de participar do processo de aprendizagem e formação 

de memória, entre outras funções já bem documentadas (LAI et al., 2014). Como principal 

mediador dos sinais excitatórios, o glutamato deve ser mantido em concentrações adequadas, 

em locais apropriados e liberados somente em momentos específicos, sendo de importância 

fundamental que as células neuronais resistam a este nível fisiológico de estimulação. Caso não 

ocorra a remoção do glutamato da fenda sináptica, inicia-se um processo denominado de 

“excitotoxicidade” (ZHOU e DANBOLT, 2014). 

Entende-se por excitotoxicidade o processo patológico que resulta na morte celular 

promovida pela estimulação prolongada e excessiva de aminoácidos excitatórios.  Essa 

condição de hiperexcitação, comumente provocada pelo exesso de glutamato na fenda 

sináptica, promove uma série de processos intracelulares que culminam na apoptose celular via 

sobrecarga de cálcio, estresse oxidativo, disfunção mitocondrial e ativação de enzimas 

catabólicas (BERLIOCCHI et al., 2005; DONG et al., 2009; KRITIS et al., 2015; AMANI et 

al., 2016) (Figura 2). 
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Figura 2: Representação esquemática do processo excitotóxico resultante do excesso de 

glutamato. A liberação desregulada do glutamato (armazenado em vesículas neuronais) na 

fenda sináptica promove a ativação de receptores glutamatérgicos pós-sinápticos (NMDAR, 

AMPAR e KAR). Uma vez ativados, ocorre o influxo excessivo de cálcio para o citoplasma 

neuronal, o qual pode resultar em dano de organelas citoplasmaticas, extresse oxidativo,  

disfunção da mitocôndria e do complexo de golgi, além da peroxidação lipídica e lesão direta 

de ácidos nucléicos que, juntos, culminam na apoptose celular. O astrócito, por sua vez, atua 

detoxificando o excedente de glutamato, que é transportado via receptores EAAT 1/2, e 

convertido em glutamina através da ação da enzima glutamina sintetase. A glutamina então 

pode ser reaproveitada pelos neurônios para produção de novos neurotransmissores. (Autoria: 

Jéssica Teles). 

 

Os mecanismos subjacentes ao dano celular provocado pelo excesso de glutamato são 

complexos.  O primeiro deles envolve o influxo sustentado de Ca2+, que desencandeia uma série 

de eventos neurotóxicos associados a entrada do íon pelos receptores ionotrópicos (SATTLER 

et al., 1998; CROSS et al., 2010). Esta via de morte celular atua exatamente em organelas 

sensíveis ao Ca2+, resultando em disfunção principalmente do retículo endoplasmático e da 

mitocôndria com consequente apoptose celular. Dependendo da magnitude do influxo, o Ca2+ 

leva à morte celular por necrose, se for intenso e rápido ou à apoptose se a estimulação for 

menos intensa e crônica (BERLIOCCHI et al., 2005; NIQUET et al., 2006; NICHOLLS, 2008).  
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 Uma segunda via que medeia a morte neuronal por excitotoxicidade glutamatérgica 

envolve o estresse oxidativo. As espécies reativas de oxigênio (EROs) são naturalmente geradas 

como produto do metabolismo do oxigênio e controlados pelo sistema de proteção antioxidante 

celular em condições fisiológicas. No contexto das doenças neurodegenerativas, essa 

homeostase redox em neurônios é afetada, pois EROs passam a ser produzidas em excesso e, 

quando associada à ineficiencia da maquinaria anti-oxidante da célula, pode provocar a morte 

neuronal por lesão direta de ácidos nucléicos e proteínas, promoção da peroxidação lipídica, 

alteração da permeabilidade da membrana mitocondrial e liberação de fatores pró-apoptóticos 

(GILGUN-SHERKI et al., 2002; AMANI et al., 2016). 

Um terceiro mecanismo é dependente da disfunção mitocondrial e da perturbação dos 

complexos respiratórios. As mitocôndrias neuronais, quando íntegras e viáveis, atuam não 

apenas como usinas de energia celular, mas também como organelas capazes de determinar o 

destino das células para sobrevivência ou morte (NUNNARI e SUOMALAINEN, 2012). Sob 

condições patológicas, a permeabilidade da membrana mitocondrial e suas funções fisiológicas 

críticas são suscetíveis a alterações dramáticas. As mitrocôndrias apresentam capacidade 

natural para armezanagem de cálcio e diante do influxo sustentado do íon em condições de 

hiperatividade glutamatérgica, o processo de morte celular é potencializado pela liberação de 

mais cálcio para o citosol celular. Isso resulta em peroxidação lipídica e liberação de fatores 

pró-apoptóticos, os quais regulam a morte celular dependente das caspases ou induzindo a 

autofagia (YUAN e YANKNER, 2004; GOGVADZE e ORRENIUS, 2006; DONG et al., 2009; 

KROLS et al., 2016; AUFSCHNAITER et al., 2017). 

2.2.1 Comportamento neuronal no cenário excitotóxico  

 

Existe uma grande diversidade de neurônios no cérebro, os quais variam em tamanho, 

forma e função (SHARPEE, 2014). Funcionalmente, conforme o tipo de conexão estabelecida 

pelas células, os neurônios podem ser classificados em neurônio sensitivo, motor ou 

interneurônio (CLARK et al., 2006; SHARPEE, 2014). Estes ainda podem ser classificados em 

neurônios dopaminérgicos, colinérgicos, GABAérgicos e glutamatérgicos, a depender da 

primeira substância que foi descoberta e liberada pela célula e que exerce ação diretamente 

sobre a membrana pós-sináptica, quase sempre produzindo nela um potencial de ação  

(HYMAN et al., 1991; LENT, 2010). Os neurônios são as células do cérebro encarregadas pelo 

processamento das informações associadas a sensações, pensamentos, sentimentos e ações. 

Esse processamento acontece após o estabelecimento de sinapses neuronais, o que permite a 
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troca dos sinais eletroquímicos a partir de conexões entre dendritos e axônios de diferentes 

neurônios. Em adição, os astrócitos também podem fazer parte das sinapses neuronais em 

alguns processos (VENTURA e HARRIS, 1999; ARAQUE et al., 1999; LENT et al., 2010). 

O processo de transdução de sinal no SNC envolvendo o glutamato como sinalizador 

inicia-se após a sua liberação na fenda sináptica, processo mediado pelos transportadores de 

glutamato vesicular (VGLUTs) (MAYCOX, HELL e JAHN, 1990; FREMEAU et al., 2004a; 

LIGUZ-LECZNAR e SKANGIEL-KRAMSKA, 2007). Existem três variantes de VGLUT, 

denominadas VGLUT1, VGLUT2 e VGLUT3, sendo as isoformas 1 e 2 expressas em todos os 

neurônios glutamatérgicos e sugeridas como principais membros da transmissão sináptica 

(HERZOG et al., 2001; FREMEAU et al., 2004; LIGUZ-LECZNAR e SKANGIEL-

KRAMSKA, 2007). Havendo falhas da atividade da VGLUT, a liberação vesicular é 

diretamente comprometida e consequentemente, a neurotransmissão glutamatérgica também é 

afetada (SMEAR et al., 2007; SEAL et al., 2008; HE, 2012).  

Uma vez presente na fenda sináptica, o glutamato difunde-se até ligar-se aos seus 

receptores neuronais específicos. Neste momento ocorre a despolarização celular e um sinal 

pós-sináptico excitatório acontece. Até o momento, duas grandes classes de receptores são 

conhecidas: os ionotrópicos (iGluRs) e metabotrópicos (mGluRs) (PINHEIRO e MULLE, 

2008; REINER e LEVITZ, 2018).  

Os iGluRs, proteínas integrais de membrana, são assim chamados por formarem um 

poro de canal iônico característico capaz de responder de forma rápida a ativação do glutamato, 

através da alteração do estado eletroquímico da membrana pós-sináptica, bem como do fluxo 

de íons (PINHEIRO e MULLE, 2008; REINER e LEVITZ, 2018). Os iGluRs são subdivididos 

em três famílias N-metil-D-aspartato (NMDA), ácido-amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazol-4-

propiônico (AMPA) e cainato (KA), os quais estão associados à estimulação da 

neurotransmissão excitatória rápida. Os NMDARs são os canais mais permeáveis ao íon Ca2+ 

e após ativação do glutamato, o íon magnésio que atua bloqueando o canal iônico é liberado e 

o receptor é ativado permitindo os eventos intracelulares relacionados a excitotoxicidade. Os 

AMPARs e KARs são canais mais permeáveis aos íons Na+ e K+ e menos ao Ca2+, no entanto, 

fisiologicamente, estes receptores regulam a rápida excitação envolvida na remoção do Mg2+ e 

ativação dos NMDARs, contribuindo também para o processo de excitotoxicidade 

(DINGLEDINE et al., 1999; SWANSON e SAKAI, 2009; REINER e LEVITZ, 2018). 

Os mGluRs por sua vez, atuam intracelularmente de forma acoplada e dependente da 

proteína G. São receptores classificados de acordo com suas vias de transdução de sinal (grupo 

I, II e III) os quais compreendem os receptores que vão de mGluR1 ao mGluR8 (CRUPI, 
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IMPELLIZZERI e CUZZOCREA, 2019). Diferentemente dos iGluRs, os mGluRs 

desencadeiam uma resposta neurotransmissora mais lenta por, muitas vezes, requererem uma 

mudança conformacional do receptor ou modificações diretamente da expressão gênica 

(PINHEIRO e MULLE, 2008).  

Fisiologicamente, a ação do glutamato na fenda sináptica deve ser finalizada por meio 

da captação celular neuronal ou astrocitária, visto que não existem enzimas extracelulares com 

a capacidade de degradar o glutamato (DANBOLT, 2001; VANDENBERG e RYAN, 2013). 

O controle das concentrações fisiológicas do glutamato no meio extracelular é crítico para o 

funcionamento do SNC e é estabelecido principalmente pela ação dos astrócitos, os quais 

apresentam transportadores específicos para recaptação do glutamato e são capazes de reciclá-

lo por meio do ciclo glutamato-glutamina (BAK et al., 2006). 

 

2.2.2 Astrócitos como componentes chaves na detoxificação e reciclagem do excedente 

do glutamato 

 

Além de todas as funções das células astrocitárias relacionadas ao suporte e manutenção 

da homeostase do cérebro anteriormente citadas neste estudo, essas células ainda exercem uma 

atividade adicional sob condições de excitotoxicidade: capacidade de detoxificação e regulação 

da homeostase dos neurotransmissores cerebrais, especialmente o glutamato. Para tanto, 

transportadores de glutamato presentes nos prolongamentos astrocitários são sinalizados 

quando há a presença do neurotransmissor nas fendas sinápticas afim de evitar uma eventual 

hiperexcitação neuronal (ANDERSON e SWANSON, 2000; revisado por SCIMEMI et al., 

2019). 

Os transportadores de maior relevância no processo excitotóxico são chamados de 

transportadores de aminoácidos excitatórios (EAATs). A captação do glutamato extracelular 

pelos EAATs ocorre através do transporte ativo e envolve a regulação do gradiente 

eletroquímico, mais precisamente de sódio e potássio. Até o momento cinco isoformas do 

transportador já foram descritas: EAAT-1 a EAAT-5 (ANDERSON e SWANSON, 2000; 

ROSE, ZIEMENS e UNTIET, 2018). Destas cinco, as duas isoformas de humanos EAAT-1 e 

EAAT-2, são descritas em murinos como transportador de glutamato-aspartato (GLAST) 

(STORCK et al., 1992) e transportador de glutamato-1 (GLT-1), respectivamente 

(MATHISEN, SEEBERG e KANNER, 1992). Ambas são expressas nos astrócitos e realizam 

a captação de aproximadamente 80-90% do glutamato extracelular no SNC, sendo importantes 

alvos de investigação em diversas doenças neurodegenerativas (LEHRE e DANBOLT, 1998; 
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EULENBURG e GOMEZA, 2010). As outras isoformas são expressas em neurônios pós-

sinápticos, sendo o EAAT3 presente em baixas concentrações em toda superfície cerebral, o 

EAAT4 e o EAAT5 sendo transportadores expressos predominantemente no cerebelo e retina, 

respectivamente (DANBOLT et al., 1998; DIVITO e UNDERHILL, 2014). 

Uma vez que ocorre a captação do excedente de glutamato pelos astrócitos, inicia-se a 

metabolização e reciclagem do neurotransmissor. Este processo ocorre através da conversão 

enzimática do glutamato a um produto não tóxico, a glutamina, por intermédio da enzima 

glutamina sintetase (WANIEWSKI e MARTIN, 1986; revisado por SCIMEMI et al., 2019). A 

glutamina, por sua vez, é liberada no espaço extracelular podendo ser transportada para os 

neurônios e utilizada como precursor de novos neurotransmissores, como o glutamato ou 

GABA (BRÖER e BROOKES, 2001). Estes neurotransmissores, por sua vez, podem ser 

reciclados e armazenados em vesículas para serem novamente liberados quando for deflagrado 

um novo potencial de ação (HERTZ, DRINGEN, SCHOUSBOE, 1999; BAK et al., 2006). 

 

2.3 EXCITOTOXICIDADE GLUTAMATÉRGICA COMO MECANISMO DE MORTE 

CELULAR NEURONAL EM DOENÇAS NEURODEGENERATIVAS  

 

O estabelecimento de circuitos neuronais no SNC é o que permite as funções básicas 

para o corpo humano. As falhas de comunicação celular podem interromper o funcionamento 

cerebral e resultar no surgimento de problemas generalizados associados às doenças 

degenerativas (BAK e CHANDRAN, 2012; ABELIOVICH e GITLER, 2016; CANTER et al., 

2016; TAYLOR et al., 2016; WYSS-CORAY, 2016). Por definição, os distúrbios 

neurodegenerativos são doenças resultantes da morte progressiva de neurônios em áreas 

específicas do cérebro, originando sinais e sintomas neurológicos e neuropsicológicos 

característicos (BERMAN e BAYATI, 2018). 

 Embora haja uma grande comoção e trabalho árduo para identificar os mecanismos 

exatos envolvidos com a etiologia e progressão das doenças neurodegenerativas, ainda não foi 

descoberto a cura para nenhuma delas (HEEMELS, 2016). A Esclerose lateral amiotrófica 

(ELA), a Doença de Huntington (DH), a Doença de Alzheimer (DA) e a Doença de Parkinson 

(DP) integram, atualmente, um grupo de distúrbios neurodegenerativos com maior impacto 

social e econômico. A identificação de agentes terapêuticos mais eficazes, por sua vez, é 

dependente de uma compreensão mais aprofundada das possíveis causas e mecanismos de 

morte celular envolvidos nesses distúrbios. (BERMAN e BAYATI, 2018). 



 
 

26 
 

No contexto da ELA, distúrbio neurodegenerativo que afeta os neurônios motores 

superiores no córtex motor e neurônios motores inferiores no tronco cerebral e na medula 

espinhal, a morte excitotóxica das células neuronais tem sido proposto como um mecanismo 

patogênico chave envolvido na doença (COYLE e PUTTFARCKEN, 1991; BROWN e 

ROBBERECHT, 2001; HEATH e SHAW, 2002; FORAN e TROTTI, 2009).  Estudos sugerem 

que há um aumento da neurotransmissão glutamatérgica durante o curso da ELA (PLAITAKIS 

e CAROSCIO, 1987), sendo que a neurotoxicidade é potencializada após ativação dos 

receptores AMPA, permeáveis ao cálcio (CARRIEDO et al., 1996). Ademais, outros estudos 

sugerem que exista um defeito na função do EAAT2/GLT-1 nos astrócitos (ROTHSTEIN et 

al., 1995; revisado por ROSENBLUM e TROTTI, 2017). 

A DH, por sua vez, é caracterizada por morte neuronal na região do estriado e córtex 

(VONSATTEL e DiFIGLIA, 1998), acompanhado de disfunção do hipocampo (SPARGO, 

EVERALL e LANTOS, 1993). Trata-se de uma disfunção motora e cognitiva decorrente de 

uma alteração genética nas repetições de CAG no gene que codifica a proteína huntingtina, 

reconhecida por participar da apoptose celular, transporte de vesículas, sinalização celular e 

regulação transcricional, além de atuar na neurogênese, transporte axonal e produção de fator 

neurotrófico derivado do cérebro (HARJES e WANKER, 2003). Uma vez mutada, esta proteína 

apresenta capacidade em alterar a neurotransmissão glutamatérgica e interferir numa maior 

ativação dos receptores NMDA, o que permite o influxo excessivo do Ca2+ seguida de lesão e 

morte neuronal, ao passo que diminui a expressão dos EAATs, comprometendo a captação e 

detoxificação do neurotransmissor excedente (YOUNG et al., 1988; ALBIN et al., 1990; 

ESTRADA SANCHEZ et al., 2008; CLABOUGH, 2013).  

 A excitotoxicidade glutamatérgica também é descrita como mecanismo de morte 

celular para a DA, doença caracterizada pela presença de agregados extracelular do peptídeo β 

amilóide (Aβ) e pela formação emaranhados neurofibrilar   

es em neurônios originalmente do hipocampo (INGELSSON et al., 2004).  A presença do 

peptídeo Aβ mostrou-se capaz de exercer uma regulação negativa na captação do glutamato 

(HARRIS et al., 1995) resultando em déficit na reciclagem do neurotransmissor via 

transportadores astrocitários (SCOTT, GEBHARDT et al. 2011).  Além disso, a progressão da 

DA está associada ao aumento da ativação do receptor NMDA (GRIFFITH et al., 2008; DONG 

et al., 2009; WANG R, REDDY, 2017). 

 

2.3.1 A excitotoxicidade glutamatérgica na Doença de Parkinson 
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A DP é um distúrbio progressivo crônico neurodegenerativo (HORNYKIEWICZ, 1966) 

caracterizada como um grave e debilitante problema de saúde pública que provoca uma série 

de sintomas motores (tremor em repouso, bradicinesia, ataxia e rigidez) e alterações funcionais 

não-motoras (ansiedade, redução cognitiva, depressão, demência e distúrbios autonômicos) 

(DAWSON; DAWSON, 2003; GIRÁLDEZ-PÉREZ et al., 2014; KALIA e LANG, 2015). 

Embora a etiologia da DP não esteja claramente elucidada, estudos apontam que a causa da 

doença é multifatorial e que fatores genéticos e ambientais se inter-relacionam culminando 

diretamente na morte dos neurônios. Do ponto de vista epidemiológico, a DP é considerada a 

segunda desordem neurológica mais prevalente do sistema nervoso central, ficando atrás apenas 

da Doença de Alzheimer (DORSEY et al., 2007; PROCACCINI et al., 2016). 

Patologicamente, a DP envolve dois eventos críticos básicos: a perda de neurônios 

dopaminérgicos na SNpc (figura 3); e o depósito acentuado da α-sinucleína, proteína 

responsável pelos agregados anormais chamados de corpos de Lewy (DICKSON et al., 2009; 

HALLIDAY et al., 2011). Conforme os neurônios são degenerados durante o curso da doença, 

regiões pontuais do cérebro são particularmente afetadas em diferentes estágios da DP. Durante 

o início da patogênese, a morte neuronal é predominante na substância nigra ventrolateral, e no 

estágio final, a neurodegeneração passa a ser mais difundida (FEARNLEY e LEES, 1991; 

DAMIER et al., 1999). Os mecanismos potenciais de morte dos neurônios dopaminérgicos 

envolvem, entre alguns fatores, a excitotoxicidade do glutamato (AMANI et al., 2016; 

VELASCO et al., 2017).  

 

 

 

Figura 3: Região mesencefálica evidenciando perda celular progressiva na Substancia 

Nigra Pars Compacta (SNPc) associada a Doença de Parkinson (Autoria Jéssica Teles) 
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Fisiologicamente, as projeções glutamatérgicas são enviadas do córtex para quatro 

regiões especificas: estriado, núcleo subtalâmico (STN), tálamo, e SNPc (ALBIN et al., 1990), 

sendo que SNPc recebe inervações glutamatérgicas do STN, e este, por sua vez, é regulado 

pelos gânglios da base. Em situações de depleção de dopamina, observado na DP, a liberação 

de glutamato é potencializada (WICHMANN e DELONG, 1993). Isso acontece pois o aumento 

da atividade do STN é resultante da diminuição da mensagem dopaminérgica que chega no 

estriado e isso repercute na liberação de glutamato para a SNPc. Então, o glutamato excita os 

neurônios dopaminérgicos que expressam os receptores glutamatérgicos e os levam a 

neurodegeneração via influxo de Ca2+ geração das EROs e disfunção mitocondrial 

(RODRIGUEZ et al., 1998; VELASCO et al., 2017).  

 

2.4 USO DE CÉLULAS DA LINHAGEM PC12 COMO MODELO IN VITRO DE ESTUDO 

DA DOENÇA DE PARKINSON 

 

Diversos modelos biológicos são descritos na literatura como ferramentas de indução 

de danos em neurônios dopaminérgicos relacionados a toxinas químicas como MPTP (1-metil-

4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina), 6-OHDA (6- hidróxidopamina), aminocromo, entre outras. O 

uso de animais e linhagens neurais para delinear os diferentes aspectos associados a DP 

possibilita compreender como os fatores químicos, genéticos e ambientais participam da 

progressão da doença, bem como investigar potenciais alvos terapêuticos (JAGMA et al., 

2015).  

As linhagens celulares compreendem uma alternativa potencialmente útil para estudar 

as causas e possíveis tratamentos de uma grande variedade de doenças neurodegenerativas, bem 

com a DP. As células PC12 são definidas como uma linhagem celular clonal derivada de 

feocromocitoma (tumor originário das glândulas adrenais) de rato e, quando cultivadas em 

meio apropriado, proliferam e liberam catecolaminas como a dopamina (GREENE e 

TISCHLER, 1976). Trata-se de uma cultura celular que apresenta capacidade em responder ao 

fator de crescimento nervoso (NGF), passando, portanto, por processo de diferenciação 

neuronal e apresentando comportamento característico dessas células (MALAGELADA e 

GREENE, 2008). 

A linhagem de células PC12 tem sido utilizada largamente como modelo de estudos 

para fins de triagens de agentes causadores de DP, bem como de alvos terapêuticos. Atualmente 

é um dos principais objetos de estudos como linhagem celular para estabelecimento de modelos 
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in vitro envolvendo morte neuronal, mais de 17.000 estudos até o momento, (MAGALINGAM 

et al., 2014; PEREIRA et al., 2017; ZHOU et al., 2019). Vale reiterar que um recente artigo do 

grupo de pesquisa Laboratório de Neuroquímica e Biologia Celular (LabNq) da Universidade 

Federal da Bahia relatou a proteção de células PC12 contra a toxicidade induzida por glutamato 

após tratamento com extratos obtidos de sementes da Amburana Cearensis (PEREIRA et al., 

2017). 

Diante das escassas intervenções terapêuticas realmente eficazes para o tratamento das 

doenças neurodegenerativas em geral, a prospecção de metabólitos secundários vegetais tem 

surgido como uma possibilidade de identificar e orientar o desenvolvimento de novos produtos 

farmacêuticos capazes de regular os eventos envolvidos no processo de sinalização para morte 

celular neuronal (BUSCH et al., 2015).  

 

2.5 FLAVONOIDES 

Os flavonoides constituem uma classe de metabólitos secundários de baixo peso 

molecular presentes em um grande número de plantas, frutas, legumes e bebidas, como vinhos 

e chás (ZIBADI et al., 2014; PANCHE et al., 2016). São os compostos polifenólicos mais 

comuns descritos na literatura, com grande destaque no âmbito científico devido a sua gama 

múltipla de atividades farmacológicas com interesse à saúde humana (ROMANO et al., 2013; 

PANCHE et al., 2016). Fitoquímicos como estes, dispõe de diversos alvos celulares, sendo 

portanto sugeridos como potentes agentes terapêutico para o tratamento de diversas doenças, 

como a DP, DA, DH, ELA diabetes tipo II, câncer, doenças oftálmicas, e doenças 

cardiovasculares (NAM et al., 2016; HUSSAIN et al., 2018; BUNGAU et al., 2019; 

MAHMOUD et al., 2019). 

Encontram-se distribuídos no reino vegetal milhares de flavonoides identificados até o 

presente com diversas atividades biológicas já descritas na literatura (XIAO, 2017). Estes foram 

divididos em 6 subclasses de acordo com suas variações estruturais: 1) flavonóis (rutina, 

quercetina), 2) flavanóis (catequina, epicatequina e epigalocatequina), 3) isoflavonas 

(genisteína, daidzeína, glycetin, e formanantine), antocianidinas (cianidina, malvidine, e 

Delfinidina), flavanonas (hesperitina, naringenina) e flavonas (apigenina, luteolina) 

(MANACH et al., 2004; FERREYRA et al., 2012). A estrutura básica dos flavonoides consiste 

em um esqueleto de 15 átomos de carbono (C6-C3-C6) e 2 anéis fenólicos ligados a um ou mais 

grupos hidroxila (OH) (MAHMOUD et al., 2019) e diferem um do outro quanto a presença ou 

ausência de ligações duplas, grau de hidrogenação, metilação, malonilações, sulfatações, entre 
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outros, que estão diretamente relacionadas às atividades bioquímicas de cada um (CHAE et al., 

2019). Ademais, os compostos fenólicos ocorrem em plantas geralmente ligados a ésteres, 

éteres e glicídios ou até mesmo uma mistura deles (MIDDLENTON et al., 2002). 

Os polifenóis são reconhecidos como uma importante ferramenta de defesa antioxidante 

natural das plantas, exibindo ainda um potencial medicinal para além disto. Entre os efeitos 

farmacológicos reportados até o momento, os flavonoides apresentam: capacidade anti-

inflamatória associada a supressão da ativação microglial (SPENCER et al., 2012), potencial 

anticancerígeno (ABOTALEB et al., 2018), antioxidante (RAJABIAN et al., 2018), 

antialérgico (ESCRIBANO-FERRER et al., 2019), antimicrobiano (FARHADI et al., 2019), 

antiviral (ZAKARYAN et al., 2017), antidepressivo (KHAN et al., 2018) e neuroprotetor 

(WILLIAMS e SPENCER, 2012, SPENCER et al., 2012; AYAZ et al., 2019). 

Em condições neuropatológicas, os compostos polifenólicos têm sido descritos como 

potenciais estratégias terapêuticas capazes de intervir na morte neuronal. Sugere-se que os 

mecanismos de ação dos flavonoides em condições neurodegenerativas incluem: a modulação 

de vias de sinalização celular para proteção antioxidante dos neurônios e regulação negativa de 

fatores pró-inflamatórios e modulação da resposta astrocitária (SPENCER, 2007; SOLANKI et 

al., 2016). Para tanto, os flavonoides devem ser capazes de atravessar a barreira 

hematoencefálica (BHE), habilidade esta já comprovada em estudos com diferentes compostos 

(YOUDIM et al., 2004; SOLANKI et al., 2016). 

 

2.5.1 Potencial terapêutico da rutina  

A rutina (quercetin-3-O-rutinoside) (Figura 4) é um glico-flavonol presente em uma 

grande variedade de produtos alimentícios, como a maçã, cebola, tomate, feijão vermelho, trigo, 

uva, vinho tinto e chá preto (HOLLMAN et al., 1996; THOMSON et al., 1999). Quimicamente, 

a rutina é a forma glicosilada da quercetina apresentando um dissacarídeo (raminose-glicose) 

na sua cadeia de base, mais especificamente na posição 3 do anel pirano. A rutina ocorre em 

algumas espécies do reino vegetal, entre elas na Sophora japonica L.,Fabaceae (HARBORNE, 

1988); Faopyrum esculentum Moech, F. tataricum (L.) Gaenth., Polygonaceae: (COUCH et 

al., 1946); Dimophandra mollis Benth, Fabaceae. (CHAVES, 2003). Esta última espécie é 

nativa do Brasil, membro da família Caesalpinaceae e é predominante das regiões do cerrado 

nos estados do Para, Goiás, Mato Grosso, Minas Gerais, São Paulo, Mato Grosso do Sul e na 

Caatinga Nordestina (CHAVEZ, 2003). 
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Figura 4: Estrutura química do flavonoide rutina (COSTA et al., 2016). 

 

As propriedades farmacológicas da rutina têm sido investigadas em diversos modelos 

de doença in vitro e in vivo do SNC. Em estudos de isquemia cerebral, a rutina foi capaz de 

atenuar a apoptose neuronal isquêmica regulando o aumento de enzimas antioxidantes 

endógenas e reduzindo a peroxidação lipídica (KHAN et al., 2009). Além disso, foi notório a 

recuperação sensório-motora concomitantemente à redução da neurodegeneração na periferia 

da lesão cortical (ORTOLANI et al., 1995). No cenário da DA, diversos estudos têm 

confirmado o papel neuroprotetor da rutina via redução da neuroinflamação associada a inibição 

das EROs altamente produzida pelo acúmulo do peptídeo Aβ (JOACHIM e SELKOE 1992; 

SIMPSON et al., 2010; JAVED et al., 2012). 

Estudos adicionais evidenciaram que a rutina também atua como agente 

anticonvulsivante, sendo sugerida como molécula promissora para o tratamento de pacientes 

com epilepsia (NIEOCZYM et al., 2014). Na DP, as células do SNC são submetidas a uma 

carga altíssima de radicais superóxidos e aumento da neuroinflamação. Após administração da 

rutina, efeitos como estes pareceram ser neutralizados após observar-se um aumento da 

atividade das enzimas antioxidantes como a catalase, a superóxido dismutase (SOD) e a 

glutationa (GSH) (MAGALINGAM et al., 2014; MAGALINGAM et al., 2016). Na discinesia 

tardia, condição patológica decorrente ao tratamento da esquizofrenia, por sua vez, a rutina 

mostrou potencial para reverter mudanças comportamentais (BISHNOI et al., 2007). Ademais, 

este flavonoide exibiu potencial analgésico (RYLSKI et al., 1979), potencial antinoceptivo 

(SELVARAJ et al., 2014) e efeitos antiartríticos (OSTRAKHOVITCH e AFANAS'EV, 2001) 

em estudos in vivo.  

Várias linhas de evidência justificaram as atividades neuroprotetoras da rutina através 

de sua capacidade em inibir a neuroinflamação e ativar enzimas antioxidantes in vitro, com 

consequente eliminação de espécies reativas de oxigênio e redução da peroxidação lipídica 

(MAGALINGAM et al., 2013; XU et al., 2014). A estrutura química da rutina já foi associada 

com a capacidade da eliminação direta das EROs (HANASAKI et al., 1994) e em concordância 
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a isto, o mecanismo de ação proposto da rutina envolve a regulação direta dos sistemas 

antioxidativos das células através do aumento de GSH e de enzimas de defesa oxidativa como 

CAT e SOD (AL-ENAZI 2014).  

Em adição, um recente estudo desenvolvido no LabNq evidenciou a capacidade 

neuroprotetora da rutina em prevenir a excitototoxicidade glutamatérgica, via proteção 

mitocondrial e regulação do metabolismo astrocitário (FERREIRA et al., 2016). Além disso, 

um outro estudo do grupo relatou que o mecanismo neuroprotetor da rutina envolve a 

modulação da resposta inflamatória em microglia e regulação positiva do GDNF (fator 

neurotrófico derivado das células da glia), o qual pode estar associado ao efeito morfogênico 

induzido por rutina em células PC12 tratadas com LPS (lipopolissacarídeo) (SOARES et al., 

2018). 

Diante dos resultados promissores evidenciados nos estudos acima, revela-se a 

necessidade da investigação mais aprofundada dos efeitos benéficos da rutina para tratamento 

das diversas condições patológicas, principalmente das doenças neurodegenerativas. A 

elucidação dos mecanismos subjacentes à neuroproteção em função da administração da rutina 

poderá contribuir para o entendimento da patogênese e melhor compreensão do potencial da 

rutina como candidato para tratamento de pacientes com distúrbios neurodegenerativos (KHAN 

et al., 2012). 
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3. HIPÓTESE 

 

 

A rutina gera um efeito neuroprotetor contra a exposição de células PC12 à altos níveis 

de glutamato.  

 

 

4. OBJETIVOS 

 

4.1 Geral 

 

Investigar o efeito neuroprotetor induzido pelo flavonoide rutina em células PC12 submetidas 

a ação excitotóxica do glutamato.  

 

4.2 Específicos 

 

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

e alteração morfológica em culturas de linhagem de células PC12. 

2. Estudar o efeito indireto da rutina na viabilidade neuronal e alteração morfológica através 

do uso de meio condicionado de cultura organotípica de cérebro de ratos em culturas de 

linhagem de células PC12. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

 

O presente estudo foi realizado no Laboratório de Neuroquímica e Biologia Celular 

(LabNq) alocado no Instituto de Ciências da Saúde (ICS) da Universidade Federal da Bahia 

(UFBA). 

 

 

5.1  MODELOS DE ESTUDO 

 

5.1.1 Cultura de células PC12 

 

As células PC12 são descendentes de uma linhagem clonal de feocromocitoma de 

glândulas suprarrenais induzidas em ratos e exibem características de células semelhantes a 

neurônios. Para o cultivo da linhagem celular PC12, foi utilizado meio DMEM/HAM-F12 

15.6g/L (DMEM-F12, Gibco, Ref.12400-016, Grand Island, USA) suplementado com 6,25 

μg/mL de penicilina/estreptomicina, 2 mM de L-glutamina, 1,2g/L de Bicarbonato de Sódio, 

33mM de glicose e 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB) (CULTILAB, SP, Brasil). As células 

foram cultivadas em placas de poliestireno 100 mm (TPP, Trasadingen, Switzerland) com troca 

de meio a cada 48 h até atingirem a confluência de acordo com o protocolo descrito por Dos 

Santos (2015). Então, as células foram descoladas da placa utilizando-se uma solução de 

tripsina 0,05% e EDTA 0,02% diluídos em PBS. Posteriormente, as células foram plaqueadas 

em placas de cultura de poliestireno de 24 poços (Kasvi, Brazil) a uma densidade de 7.7 x 103 

células/cm2 e mantidas em estufa com atmosfera umidificada de 95% de ar e 5% de CO2 a 37 

ºC por 24 h.  

Decorrido este tempo, foram realizados os tratamentos direto e indireto das células 

PC12. O tratamento direto consistiu na incubação das células PC12 com o glutamato (1 - 60 

mM) e / ou rutina (0,5 e 50 μM) diluídos em meio sem soro e para o tratamento indireto foram 

utilizados meios condicionados coletados de culturas organotípicas cerebrais (MCC) tratadas 

com glutamato 60 mM e / ou rutina (0,5 μM) (Figura 5). Em ambos os experimentos, houve a 

retirada do meio de cultura DMEM/HAM-F12 no qual as linhagens estavam sendo cultivadas 

e adicionados os tratamentos correspondentes. Posteriormente, as culturas foram incubadas por 

um período de 24 horas em condições atmosféricas de 37ºC e 5% de CO2. Todos os 

experimentos foram realizados em duplicata para cada grupo testado e repetidos três vezes de 

maneira independente. 
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5.1.2 Cultura primária de neurônios/células gliais mesencefálicas 

 

Culturas primárias de neurônios/células gliais mesencefálicas foram preparadas de acordo 

com o método de (ZHANG et al., 2007) modificado. Foram utilizados fetos de ratos E14 Wistar 

(15 - 18 dias), após as fêmeas gestantes serem anestesiadas em câmara de CO2, sacrificadas por 

deslocamento da articulação atlanto-occipital e sofrerem cirurgia cesariana para retirada do 

útero gravídico. Os fetos foram retirados do útero, foram decapitados e os tecidos 

mesencefálicos ventrais foram dissecados e dissociados através de passagem forçada por uma 

membrana de Nitex estéril com malha de 75 μm. As células dissociadas foram suspensas em 

meio DMEM / HAM-F12 (Cultilab, Brasil) suplementado com glicose 1 g / L, L-glutamina a 2 

mM, piruvato de sódio a 1 mM, 50 U/ mL de penicilina, 100 μg / mL de estreptomicina, 10% 

SFB ( Cultilab) e soro de cavalo a 10% (SH) (Cultilab). Depois disso, as células foram semeadas 

a 5 × 105 / poço em uma placa de cultura de 24 poços pré-revestidos com poli-D-lisina (20 μg/ 

mL) e laminina (2,5 μg/ mL) e incubados em atmosfera umidificada com 5% de CO2 a 37 ° C.  

Foram utilizadas culturas de sete dias com a composição de cerca de 55% de astroglia, 7% de 

microglia e 37% de neurônios, dos quais cerca de 3% eram neurônios imunorreativos à TH. O 

tratamento consistiu na incubação das células com DMSO (0,005%) como grupo controle e 

rutina a 0,5 (0,5 μM) durante 24h (Figura 5). Após isto, foram realizadas as análises 

morfológicas. 

 

 

 

 

Figura 5: Desenho experimental: representação esquemática em função do tempo pela qual os 

diferentes tipos de cultura foram tratados com glutamato e/ou rutina ou MCC. 
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5.2  EXPOSIÇÃO ÀS DROGAS  

 

 

5.2.1 Tratamento direto das células PC12 e da cultura primária de 

neurônios/células gliais mesencefálicas com o flavonoide rutina  

 

 

O flavonoide utilizado neste estudo foi adquirido do fornecedor (Sigma Chemical Co. 

(St Louis, MO)) (98% de pureza). Para a eluição e preparo da solução estoque de rutina a uma 

concentração de 100 mM, empregou-se o veículo de diluição dimetilsulfóxido (DMSO Sigma, 

St. Louis, MO, EUA), então a droga foi armazenada em uma temperatura de 2º e 8ºC, no escuro. 

Para obtenção das concentrações finais de trabalho utilizadas em cada grupo tratado e em cada 

modelo de estudo (0,5 – 50 µM), foram realizadas diluições seriadas a partir da concentração 

estoque de 100 mM no momento do procedimento experimental. Para o grupo controle 

negativo, foi utilizado o DMSO (0,005%) em meio sem soro, concentração semelhante a 

utilizada nos grupos tratados com o flavonoide, uma vez que esta concentração se mostrou 

incapaz de gerar um efeito tóxico nos parâmetros analisados quando comparado com as células 

que não receberam este diluente.  

 

5.2.2 Ensaio de lesão direta das células PC12 com o glutamato 

 

O glutamato foi adquirido do fabricante (G5667 - Sigma Chemical Co. St Louis, USA), 

pesado e dissolvido em meio DMEM/HAM-F12 sem soro para obtenção de uma solução 

estoque a 100 mM no momento do procedimento experimental. Uma vez preparada a solução 

estoque, foram realizadas diluições seriadas para alcançar as concentrações finais de glutamato 

(1 – 60 mM) utilizadas para o tratamento de cada grupo. Durante o ensaio de neuroproteção, 

todos os grupos, incluindo o controle negativo, foram tratados igualmente com a mesma 

concentração de DMSO (0,005%) utilizado nos grupos tratados com o flavonoide, que foi 

diluído juntamente com o glutamato no momento do tratamento da cultura PC12.  

 

5.2.3    Tratamento indireto das células PC12 com o Meio Condicionado de Culturas 

Organotípicas Cerebrais (MCC) após exposição ao glutamato e rutina 

 

A obtenção dos meios condicionados ocorreu durante a cultura organotípica de cérebro 

de ratos Wistar pós-natais (P7 - P9), estabelecidas e mantidas de acordo com Stoppini (1991) e 

colaboradores com modificações (STOPPINI et al., 1991). Este experimento foi realizado de 
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acordo com o número do protocolo (0272012, ICS - UFBA) do Comitê de Ética em 

Experimentação Animal local. 

Foram realizadas a remoção dos cérebros em condições estéreis, que posteriormente 

foram transferidos para uma placa de poliestireno contendo meio de cultura. Para identificação 

da região do cérebro de cultivo exata, seguiu-se as diretrizes das coordenadas estereotáxicas 

(Paxinos & Watson, 2007) e uma distância de 2.700 - 3.100 μm da porção final do bulbo olfativo 

e do início do córtex foi selecionada. Após isto, houve a obtenção de três fatias com uma 

espessura de 450 μm utilizando o aparelho Tissue Chopper McILwain, que foram transferidas 

para membranas de microporos (0,4 μm; 30mm Millicell - CM, Millipore, Beldford, MA, EUA) 

contidos em uma placa de poliestireno de seis poços (KASVI - K12-006) e cultivada em meio 

DMEM/HAM-F12, suplementado com 100 UI / mL de penicilina G, 100 µg / mL de 

estreptomicina, 2 mM de L-glutamina, 3,6 g / L HEPES, glicose 33 mM e soro fetal bovino a 

10% (FBS) (Cultilab, SP, Brasil). 

As fatias foram incubadas em atmosfera umidificada com 5% de CO2 a 37°C e 

cultivadas por cinco dias, com troca de meio de cultura a cada 48 horas. No quinto dia as fatias 

foram tratadas por 24 horas com glutamato (60 mM) e / ou rutina (0,5 μM). O glutamato foi 

adquirido da Sigma Aldrich (G5667 - Sigma Chemical Co. St. Louis, EUA) e dissolvido em 

meio DMEM/HAM-F12 sem soro. A rutina foi obtida da Sigma-Aldrich com 98% de pureza e 

dissolvido em DMSO (não excedendo 0,005%) a uma concentração de 100 mM e armazenado 

no escuro a 4 ° C. Para os tratamentos, foram realizadas diluições seriadas em meio 

DMEM/HAM-F12 sem soro para a obtenção da concentração final (0,5 µM).  

Decorrido as 24h de tratamento, o meio condicionado foi coletado em condições 

estéreis, centrifugado a 1000 RPM por 5 minutos e armazenados em tubos cônicos tipo 

eppendorf de 2,0 mL a –80 ºC até o momento das análises. Então, as culturas de células PC12 

foram tratadas com os meios condicionados de cultura organotípica cerebral (MCC) resultantes 

dos tratamentos prévios com DMSO (controle negativo), glutamato (60 mM) e/ou rutina (0,5 

μM) durante 24h.  

 

5.3  ANÁLISE DA VIABILIDADE CELULAR  

 

5.3.1  Curva concentração-resposta para o flavonoide rutina em células PC12 

 

A curva concentração-resposta para o efeito do flavonoide rutina na viabilidade de 

células PC12 foi realizada através do ensaio de captação do Iodeto de Propídio (IP) nas culturas 

de acordo com HOPPE et al. (2013), com ajustes. Esta técnica é destinada a identificação de 
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células viáveis baseando-se na integridade da membrana plasmática das células em cultivo. Para 

isso, foi utilizado o corante IP, molécula que intercala em qualquer DNA quando a membrana 

celular está danificada. Após transcorrido o período do tratamento dos grupos com rutina nas 

concentrações de 0,5; 1; 5; 10 e 50 μM, durante 24 h, o sobrenadante de cada poço foi retirado 

para adição da solução de IP diluído em meio DMEM/HAM-F12 sem soro a 5 μg/mL e mantida 

na estufa a 37ºC e 5% de CO2 durante 1 h. Decorrido este tempo, as células foram 

imediatamente levadas para análise em Microscópio de Fluorescência Invertido Eclipse TS100 

(Nikon Instruments Inc., Americas). O IP absorve luz no comprimento de onda de 536 nm e 

emite a 617 nm. Nesta etapa foram captadas e analisadas pelo menos 5 imagens de cada poço, 

com uma média de 10 imagens obtidas em cada tratamento. Utilizou-se o software ImageJ 

(WAYNW RASBAND; NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, USA), para contagem das 

células IP+ que apresentaram capacidade de emitir fluorescência vermelha, seguida da obtenção 

da porcentagem de células mortas em relação ao número total de células em cada imagem. Para 

as análises estatísticas, foram utilizadas as médias de cada grupo. 

 

 

5.3.2 Curva concentração-resposta para o glutamato em células PC12 

 

A curva concentração-resposta para o glutamato em células PC12 também foi realizada 

através do ensaio de viabilidade celular através da captação do Iodeto de Propídio (IP) nas 

culturas celulares foram executados de acordo com (HOPPE et al., 2013), com ajustes Após 

transcorrido o período do tratamento dos grupos celulares com glutamato diluído em meio de 

cultura em concentrações que variaram de 1 à 60 mM por 24 h, o sobrenadante de cada poço 

foi retirado para adição da solução de IP diluído em meio DMEM/HAM-F12 sem soro a 5 

μg/mL e mantida na estufa a 37ºC e 5% de CO2 durante 1 hora. Decorrido este tempo, as células 

foram imediatamente levadas para análise em Microscópio de Fluorescência Invertido Eclipse 

TS100 (Nikon Instruments Inc., Americas). O IP absorve luz no comprimento de onda de 536 

nm e emite a 617 nm. Nesta etapa foram captadas e analisadas pelo menos 5 imagens de cada 

poço, com uma média de 10 imagens obtidas em cada tratamento. Utilizou-se o software ImageJ 

(WAYNW RASBAND; NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, USA), para contagem das 

células IP+ que apresentaram capacidade de emitir fluorescência vermelha, seguida da obtenção 

da porcentagem de células mortas em relação ao número total de células em cada imagem. Para 

as análises estatísticas, foram utilizadas as médias de cada grupo. 
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5.3.3 Ensaio de neuroproteção  

 

Após definida as concentrações de glutamato e rutina a serem utilizadas, foram realizados 

os ensaios de neuroproteção através do teste de Iodeto de Propídio (IP) em culturas tratadas 

com glutamato e/ou rutina e os MCC, conforme descrito em item anterior. 

 

5.3.4 Análise da morfologia celular 

  

Para esta etapa, as culturas de células PC12 foram submetidas ao ensaio de coloração 

celular a partir do reagente Rosenfeld afim de analisar a morfologia das células submetidas ao 

tratamento com glutamato e/ou rutina e MCC. Após fixação das células com metanol gelado 

durante 10 minutos em temperatura de 20ºC, as células foram reidratadas a partir de 2 lavagens 

com PBS (10 minutos cada) e, então, foram adicionadas 15 gotas do reagente Rosenfeld sobre 

as células por 20 minutos. Em seguida, as células foram lavadas 3 vezes com PBS por 10 

minutos cada.  Após secar em temperatura ambiente, as células foram examinadas no 

Microscópio Invertido Eclipse TS100 (Nikon Instruments Inc., Americas) em objetiva de 20x 

e fotografadas com Câmera Leica (DFC7000 T com o software Leica Apllication Suite). Foram 

obtidas 5 fotos de campos diferentes para cada poço totalizando uma média de 10 fotos para 

cada tratamento. A análise morfológica concentrou-se na contagem de células que apresentaram 

morfologia bipolar, emissão de prolongamento, amebóide e esferoidal. Foi gerado o percentual 

de células com morfologia não habitual em relação ao número total de células em cada imagem. 

Em adição, realizou-se as medições do comprimento de neuritos e a contagem dos pontos de 

ramificações das células utilizando o software ImageJ/NeuronJ (WAYNW RASBAND; 

NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, USA), de acordo com instruções de Pemberton 

(2018). Foram medidos aproximadamente 18 neuritos visivelmente maiores de cada 

fotomicrografia e gerado as médias do comprimento médio de neuritos para cada tratamento. 

O mesmo foi realizado para a análise dos pontos de ramificação das células. Consideramos as 

18 células de cada fotomicrografia que visivelmente emitiam maior número de prolongamentos. 

Após contagem dos pontos de ramificação, foram geradas as médias para cada experimento 

independente.  

 

 

 

5.4 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 
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Para cada análise, foram realizados três experimentos independentes, cada um com 

amostragem em duplicata. Os resultados foram analisados pelo programa estatístico Graph Pad 

Prism 5.10 (California, EUA) e registrados como média ou mediana dos parâmetros avaliados. 

Para determinar a diferença estatística entre os grupos, a distribuição normal e a homogeneidade 

da variação dos dados foram testadas pelo teste de normalidade do ônibus Kolmogorov - 

Smirnov ou D'Agostino & Pearson e testes Levene, respectivamente. As diferenças 

significativas entre os grupos foram determinadas através do teste One Way ANOVA seguida 

pelo pós-teste Tukey's Multiple Comparison Test. Para dados não-paramétricos, foram 

utilizados os testes Kruskal-Wallis test e pós-teste Dunn's Multiple Comparison Test. Valores 

de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.  

 

 

6. RESULTADOS  

 

6.1 SCREENING DE CITOTOXICIDADE DA RUTINA EM CULTURAS DE CÉLULAS 

DA LINHAGEM PC12 

 

 O teste de viabilidade celular para a cultura de células PC12 após tratamento de 24h 

com a rutina nas concentrações de 0,5 µM, 1 µM, 5 µM, 10 µM e 50 µM foi determinado 

através do teste IP (Figura 6). De acordo com os resultados obtidos, a concentração a 50 µM 

foi a única que apresentou toxicidade celular estatisticamente significante quando comparado 

ao controle negativo. Para os ensaios de neuroproteção, decidiu-se seguir trabalhando com as 

concentrações a 0,5 µM e 1 µM, pois, de acordo com os resultados prévios, estas são 

consideradas as menores concentrações capazes de induzir efeitos neuroprotetores observados 

in vitro para cultura de linhagem celular, além das razões de viabilidade e de custo. 
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Figura 6: Avaliação do efeito das diferentes concentrações da rutina para a viabilidade de células PC12. (A) Percentual do número de células mortas 

determinada a partir do ensaio de IP após 24h de tratamento com as concentrações de 0,5 µM, 1 µM, 5 µM, 10 µM e 50 µM da rutina em relação ao 

grupo controle DMSO. Análise estatística: One way/ANOVA/Kruskal-Wallis test GraphPad Prism. ** p<0.01 representa diferença estatística em relação 

ao grupo controle. (B) Fotomicrografias obtidas do microscópio de fluorescência invertido exibindo a marcação das células mortas por emissão de 

fluorescência vermelha para as concentrações de rutina testadas. O DMSO foi utilizado como controle negativo. Aumento de 20x.

B 
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6.2 SCREENING DE CITOTOXICIDADE DO GLUTAMATO EM CULTURAS DE 

CÉLULAS DA LINHAGEM PC12 

 

O efeito do dano citotóxico induzido pelo glutamato nas concentrações de 1 mM, 5 mM, 

10 mM, 30 mM e 60 mM sob a viabilidade de células da linhagem PC12 em cultivo foi 

determinado a partir do teste de incorporação do IP 24 h após o tratamento em condições 

comparativas ao controle negativo (cultura sem o glutamato). Os resultados demonstraram que 

o glutamato não apresentou toxicidade significativa nos grupos tratados com as concentrações 

a 1 mM (5%, mediana) e 5 mM (7,7%, mediana). Em contrapartida, o percentual de morte 

induzida pelo glutamato foi estatisticamente significante nos grupos com glutamato a 10 mM 

(14%, mediana), 30 mM (37,7%, mediana) e 60 mM (92,6 %, mediana), havendo aumento 

considerável e gradual do número de células IP positivas quando comparado ao grupo controle 

DMSO (0,001%) (2.0% mediana) (Figura 7A). À vista disso, selecionamos estas três últimas 

concentrações para os ensaios de neuroproteção direta com a rutina nas culturas de linhagem 

celular PC12. 

 Ademais, foi possível também já observar alterações morfológicas nos ensaios que 

receberam as concentrações mais altas de glutamato, 10 mM, 30 mM e 60 mM (Figura 7B), 

sendo que estas mudanças eram dependentes da concentração do glutamato. As células da 

linhagem PC12 em condições controle (DMSO 0,001%) apresentam morfologia bipolar, com 

membranas uniformes e mais fusiformes. Em condições de excitotoxicidade glutamatérgica 

induzida pelo tratamento a 10 mM, 30 mM e 60 mM, as células passaram a exibir uma 

morfologia atípica caracterizada por corpos celulares retraídos, mais arredondados e disformes. 

Esta alteração foi mais frequente no grupo com glutamato a 60 mM, que também apresentou 

uma diminuição acentuada da viabilidade celular evidenciada pela marcação do IP.  
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Figura 7: Avaliação do efeito das diferentes concentrações do glutamato para a viabilidade de células PC12. Proporção do número de células mortas 

foi determinada a partir da positividade das células para a técnica do iodeto de propídio/número total de células por campo fotografado. (A) análise estatística 

da porcentagem de células mortas para as contrações de glutamato 1 mM, 5 mM, 10 mM, 30 mM e 60 mM após 24h de tratamento. * p <0.05 representa diferença 

estatística em relação ao grupo controle, *** p <0.001, representa diferença estatística em relação ao grupo controle. Análise estatística: One 

way/ANOVA/Kruskal-Wallis test GraphPad Prism. B) Fotomicrografias obtidas do microscópio de fluorescência invertido exibindo a marcação das células 

mortas por emissão de fluorescência vermelha para as concentrações de glutamato testadas. O DMSO foi utilizado como controle negativo. Aumento de 20x. 
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6.2.1 Glutamato induz mudança morfológica atípica em cultura de células PC12 

 

Em adição, realizamos o teste de coloração por Rosenfeld para o grupo controle negativo 

(DMSO 0,005%) e para os ensaios de lesão com glutamato a 1 - 60 mM. Observamos que o 

grupo do glutamato a 60 mM apresentou uma menor porcentagem do número de células com 

morfologia bipolar 11.50 ± 1.23%, com diferença estatisticamente significante quando 

comparado ao grupo controle negativo 39.67 ± 3.65% (Figura 8A e E). Da mesma forma, o 

modelo de lesão com o glutamato a 60 mM (0,0 %, mediana) provocou uma diminuição 

estatisticamente significante do número de células com emissão de prolongamentos quando 

comparado ao grupo controle (36%) (Figura 8B e E). Em contrapartida, foi possível notar que 

houve um aumento gradual do número de células com morfologia amebóide com diferença 

estatística nos grupos GLUT30 (22%, mediana) e GLUT60 (61,5 %, mediana) quando 

comparado ao grupo controle (3,5%, mediana) (Figura 8C e E). Por outro lado, não foi 

encontrada diferença estatística quanto ao aparecimento de células com morfologia esferoidal 

nos grupos testados (Figura 8D). 
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Figura 8: Avaliação morfológica das células da linhagem PC12 após ensaio de lesão com o 

glutamato. A), B), C) e D) representam a proporção da porcentagem de células que apresentaram 

morfologias variadas sob diferentes concentrações de glutamato comparadas ao grupo controle. A) % 

de células com morfologia bipolar, B) % células apresentando emissão de prolongamentos, C) % células 

com morfologia ameboide e D) % células com morfologia esferoidal. ** p<0.01 e *** p <0.0001, 

representam diferenças estatísticas em relação ao grupo controle. Análises estatísticas: One 

way/ANOVA/Kruskal-Wallis test e ANOVA/Tukey's Multiple Comparison Test. Em E) estão 

fotomicrografias representativas das células da linhagem PC12 com diferentes morfologias 24h após o 

tratamento com glutamato a 10 mM, 30 mM e 60 mM, comparadas ao grupo controle negativo. Células 

com morfologia poligonal estão representadas com setas pretas; seta vermelha indica células com 

emissão de prolongamentos; setas amarelas indicam as células ameboides. Coloração de Rosenfeld, 

aumento de 20x. 

 

 

6.3 RUTINA NÃO APRESENTOU EFEITO NEUROPROTETOR EM CULTURA DE 

CÉLULAS PC12 APÓS DANO INDUZIDO COM ALTAS CONCENTRAÇÕES DE 

GLUTAMATO. 

 

Após 24h do tratamento direto da cultura de células da linhagem PC12 com a rutina a 

0,5 µM e 1 µM e o glutamato nas concentrações de 10 mM, 30 mM e 60 mM determinamos a 

porcentagem de células que apresentaram capacidade em incorporar o IP comparado ao grupo 

controle negativo (DMSO 0,005%). Observamos que nos grupos GLUT10 + RUT0,5 (3.5% 

mediana) e GLUT10 + RUT1 (5.0% mediana), o glutamato apresentou baixa citoxicidade para 

as células PC12 após as 24 h de tratamento comparado ao grupo GLUT 10 (6.0 % mediana) e 
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ao grupo controle (2.0 % mediana), o qual não apresentou diferença estatística em relação ao 

número de células mortas (Figura 9A). Por outro lado, a rutina não foi capaz de proteger a 

cultura de células PC12 nos grupos GLUT30 + RUT0,5 (20.0% mediana) e GLUT30 + RUT1 

(19.0% mediana) (Figura 9B), quando comparado ao grupo GLUT30 mM (24,0% mediana) 

e/ou comparado ao grupo controle negativo (2.0% mediana). O mesmo foi observado nos 

grupos tratados com glutamato a 60 mM (100,0 % mediana), onde a rutina não foi capaz de 

manter as células PC12 viáveis nos grupos GLUT60 + RUT0,5 (100,0 % mediana) e GLUT60 

+ RUT1 (100,0 % mediana), apresentando diferença estatisticamente significante quando 

comparado ao grupo controle (2.0% mediana) (Figura 9C). 
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Figura 9: Análise do efeito neuroprotetor direto da rutina contra a toxicidade do glutamato para células 

PC12. Os grupos RUT0,5 e RUT1 não apresentaram toxicidade celular quando comparado ao grupo 

controle DMSO 0,001% em nenhum tratamento. A) os grupos GLUT10+RUT0,5 e GLUT10+RUT1 

induziram menos toxicidade celular quando comparado ao grupo GLUT 10 mM. B) os grupos 

GLUT30+RUT0,5 e GLUT30+RUT1 não apresentaram diminuição do número de células IP positivas 

A 

 

B 

 

C 

 



 
 

48 
 

quando comparado ao grupo tratado com glutamato a 30 mM. C) os grupos GLUT60+RUT0,5 e 

GLUT60+RUT1 também não demonstraram diminuição do número de células IP positivas quando 

comparado ao grupo tratado com glutamato a 60 mM. *p < 0,05, representa diferença estatística em 

relação às culturas em condições controle. A análise de variância foi realizada usando One-way 

Anova/Kruskal-Wallis test GraphPad Prism. 

 

6.3.1 Rutina não foi capaz de inibir a mudança morfológica atípica das células PC12 nos grupos 

com alta concentração de glutamato.  

 

Através do teste de coloração por Rosenfeld realizado nos grupos controle negativo, 

GLUT 10 mM, GLUT 30 mM, GLUT 60 mM e RUT 0,5 µM e RUT  1 µM, foi possível 

observar as alterações morfológicas induzidas por cada ensaio. O grupo GLUT 60 mM (10.17 

± 4,41%) apresentou diminuição estatisticamente significante do número de células com 

morfologia bipolar quando comparado ao grupo controle negativo (35.55 ± 3.15%). A mesma 

diferença estatística foi observada nos grupos GLUT60 + RUT0,5 (11,50 ± 2.18%) e GLUT 60 

+ RUT1 (12,83 ± 1.30%) (Figura 10B), demonstrando que a rutina foi incapaz de manter as 

células com sua morfologia habitual. Isso justifica o baixo número de células PC12 com 

emissão de prolongamentos observados nos grupos GLUT60 + RUT0,5 (2.5% mediana) e 

GLUT60 + RUT1 (2.5% mediana) com morfologias disformes semelhantes ao grupo GLUT 60 

(2.0% mediana), comprovando que a rutina não exerceu efeito neuroprotetor associado à 

formação de finos prolongamentos citoplasmáticos (Figura 10 C). 

Da mesma maneira, foi observado que a rutina em ambas concentrações não apresentou 

efeito inibitório da morfologia celular amebóide e/ou esferoidal em cultura PC12. Os grupos 

GLUT60 + RUT0,5 (58.0% mediana) e GLUT60 + RUT1 (57.0% mediana) apresentou 

aumento do número de células com morfologia amebóide caracterizada por retração do corpo 

celular e membrana disforme, o mesmo observado no grupo GLUT60 (60.0% mediana), com 

diferença estatística quando comparado ao grupo controle negativo (0.0% mediana) (Figura 

10D). De forma semelhante, a rutina não foi capaz de inibir a mudança morfológica de células 

bipolares para esferoidais, observadas nos grupos GLUT30 + RUT0,5 (28,00 ± 4.72%) e 

GLUT30 + RUT1 (28,67 ± 3.36%) comparado ao grupo controle negativo (3,650 ± 1.14%) e 

ao GLUT30 (24,17 ± 3.06%). O mesmo foi observado com os grupos GLUT60 + RUT0,5 

(18,50 ± 2.56%) e GLUT60 + RUT1 (18,67 ± 2.21%), apresentando diferença estatística 

quando comparado ao grupo controle negativo (3,650 ± 1.14%) (Figura 10 E).   
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Figura 10: Análise morfológica da cultura de célula PC12 após 24h do ensaio de neuroproteção da 

rutina contra toxicidade do glutamato. A) fotomicrografias da linhagem celular após 24h de tratamento 

com DMSO, glutamato (10 mM, 30 mM, 60 mM) e/ou rutina (0,5 µM e 1 µM) evidenciando as 

mudanças morfológicas celulares de acordo a cada tratamento. As setas pretas indicam células com 

morfologia esferoidal; as setas vermelhas são células com emissão de finos prolongamentos; e as setas 

azuis apontam células com morfologia amebóide. Aumento 20x. B), C) d) e E) representam a 

porcentagem de células com morfologia poligonal, emissão de prolongamento, ameboide e esferoidal, 

respectivamente, em cada grupo tratado. A análise de variância foi realizada usando o One-way Anova 

e pós-teste Tukey’s para múltipla comparação e One-way Anova/Kruskal-Wallis test para dados não 

paramétricos através do programa GraphPad Prism. *p < 0,05; **p < 0,001; e ***p < 0,001 representam 

diferenças estatísticas em relação às culturas em condições controle DMSO.  

 

6.3.2 Rutina não foi capaz de alterar o comprimento médio de neuritos nas células PC12 nos 

grupos com alta concentração de glutamato.  

 

 Após a mediação do comprimento médio de neuritos das células PC12 tratadas com 

glutamato (10, 30 e 60 mM) e rutina (0,5 e 1 µM) após 24 h do ensaio de neuroproteção, 
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constatamos que a rutina não foi capaz de causar alterações no comprimento dos 

prolongamentos citoplasmáticos das células. Observamos que o grupo GLUT30 + RUT0,5 

(56,99 ± 6,1 %) e o grupo GLUT30 + RUT1 (50,71 ± 3,0%) apresentaram comprimento médio 

de neuritos estatisticamente diminuídos em comparação as células PC12 sob condições controle 

DMSO (99,51 ± 17,79%). O mesmo ocorreu com o grupo GLUT60 + RUT0,5 (15,44± 2,6%) 

e o grupo GLUT60 +RUT 1 (14,10± 1,3%) (Figura 11). 
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Figura 11: Análise do comprimento médio de neuritos das células PC12 após 24h do ensaio de 

neuroproteção da rutina contra toxicidade do glutamato. A análise de variância foi realizada usando o 

One-way Anova e pós-teste Tukey’s para múltipla comparação através do programa GraphPad Prism.  

**p < 0,001; e ***p < 0,001 representam diferenças estatísticas em relação às culturas em condições 

controle DMSO.  

 

6.4 MEIO CONDICIONADO DE CULTURA ORGANOTÍPICA DE CÉREBRO COM 

GLUTAMATO E/OU RUTINA INDUZIU BAIXA CITOTOXICIDADE EM CÉLULAS 

PC12  

A análise da viabilidade celular para a cultura de células PC12 utilizando MCC 

(GLUT60 e GLUT60+RUT0,5) foi determinado através do teste de captação pelo IP 24h após 

os tratamentos. A partir dos resultados obtidos observamos que, enquanto o tratamento direto 

não induziu neuroproteção para as células PC12 no grupo tratado com GLUT60 + RUT0,5 

(100% de mortes para a cultura) (Figura 12A), o grupo MCC (GLUT60) (16.40 ± 4,0%) e o 



 
 

52 
 

grupo MCC  (GLUT60 + RUT0,5) (6,5 ± 1,6 % mediana) não foram citotóxicos para as células 

PC12, havendo uma redução significativa do número de células positivas para o IP (Figura 12B 

e C). Em adição, quando comparamos o grupo MCC (GLUT60) com o controle MCC (DMSO) 

(0,8 ± 0,5 % mediana), percebemos uma diferença estatisticamente significante no número de 

células mortas, que não foi evidenciado quando o MCC estava suplementado com RUT 0,5 µM. 

Foi notório também uma diferença estatisticamente significante quando comparamos o grupo 

MCC (GLUT60) e o grupo MCC  (GLUT60 + RUT0,5), evidenciando portanto, um potencial 

efeito neuroprotetor da rutina não observado no tratamento direto.  
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Figura 12: Avaliação comparativa da viabilidade das células PC12 após ensaio de 

neuroproteção direta e indireta durante 24h. A) análise estatística da porcentagem de células 

mortas após 24h de tratamento direto para o grupo controle DMSO, GLUT60 e GLUT60 + 

RUT0,5; e tratamento indireto para o grupo controle MCC(DMSO), MCC(GLUT60) e MCC 

(GLUT60 + RUT0,5). A análise de variância foi realizada usando o One-way Anova e pós-teste 

Tukey’s para múltipla comparação e One-way Anova/Kruskal-Wallis test para dados não paramétricos 

através do programa GraphPad Prism. ***p <0.0001, representa diferença estatística em relação 

ao grupo controle DMSO. #p < 0,05 representa diferença estatística em relação às culturas 

expostas ao MCC(GLUT60+RUT0,5). B) Fotomicrografias obtidas do microscópio de 

fluorescência invertido exibindo a marcação das células mortas por emissão de fluorescência 

vermelha para os diferentes grupos tratados. Aumento de 20x. 

 

6.4.1 Meio condicionado de cultura organotípica de cérebro tratada com glutamato e rutina 

induziu baixas alterações morfológicas em cultura de células PC12 

 

Após realização da técnica de coloração por Rosenfeld, observamos que culturas de 

células PC12 em condição controle negativo, tratadas com MCC DMSO apresentou 

porcentagem de células bipolares, células com emissão de prolongamentos e células amebóides 

semelhantes ao grupo DMSO do tratamento direto (Figura 13B). Em relação ao número de 

células com morfologia bipolar presente nos grupos MCC(GLUT 60) (32.75 % mediana) e 

MCC(GLUT 60 + RUT0,5) (39.00 % mediana), notamos que o ambos os tratamentos não 

induziram mudança morfológica estatisticamente significante quando comparado aos controles 

negativos DMSO (37.25 % mediana) e MCC(DMSO) (32.00 % mediana), diferentemente dos 

grupos que receberam o tratamento direto  GLUT 60 (10.00 % mediana) e GLUT60+RUT0,5 

(11.00 % mediana). O grupo GLUT60 (10.00 % mediana) e o grupo GLUT60+RUT0,5 (11.00 

% mediana) do tratamento direto apresentou proporção de células bipolares diminuída com 

diferença estatística ao compararmos ao grupo MCC(GLUT60 + RUT0,5) (39.00 % mediana). 

Isto evidencia, portanto, a capacidade do meio condicionado suplementado com rutina em 

manter o número de células com morfologia poligonal em cultura de células PC12.  

No entanto, ao observar o número de células com capacidade em emitir prolongamentos 

citoplasmáticos na cultura de células PC12 em todos os grupos experimentais testados (direto 

e indireto) houve diferença estatisticamente significante quando comparado ao grupo DMSO 

(48,33 ± 4.04%) do tratamento direto. Por outro lado, quando comparamos esses mesmos 

grupos ao controle do tratamento indireto MCC(DMSO) (35,33 ± 5.21%), o grupo 

MCC(GLUT60 + RUT0,5) (26,75 ± 2.39%) não apresentou diferença estatística. Em adição, o 

tratamento MCC(GLUT60 + RUT0,5) demonstrou um aumento estatisticamente significante 

da proporção de células com emissão de finos prolongamentos quando comparado ao grupo 
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GLUT 60 (3,333 ±  1.60 %) do tratamento direto. Podemos sugerir, portanto, que o tratamento 

com meio condicionado suplementado com rutina (0,5 µM) foi capaz de induzir alterações 

morfológicas na cultura de células PC12 que passaram a emitir prolongamentos citoplasmáticos 

mesmo na presença do glutamato (Figura 13 A-F). 

Considerando a presença de células PC12 com morfologia ameboide nos tratamentos 

testados, notamos que os grupos MCC(GLUT 60) (15,75% mediana) e MCC(GLUT60 + 

RUT0,5) (11,5 % mediana), induziu menores alterações para este fenótipo quando comparado 

aos grupos do tratamento direto GLUT60 (60.00 mediana) e GLUT60+RUT0,5 (58% mediana). 

Ademais, não encontramos diferença estatística neste parâmetro avaliado quando comparamos 

os grupos MCC(GLUT60) e MCC(GLUT60+RUT0,5) aos grupos controles direto DMSO 

(0,5% mediana) e indireto MCC(DMSO) (5,5%). Em relação ao número de células com 

morfologia esferoidal, foi observado que os grupos do tratamento indireto MCC(GLUT60) 

(28,08 ± 3.90%) e MCC(GLUT60+RUT0,5) (17,50 ± 3.75%) demonstraram um aumento 

considerável desta morfologia celular estatisticamente significante em relação grupo controle 

DMSO (3,650 ± 1.14%). Uma diferença estatística entre o número de células esferoidais 

presentes no grupo MCC(GLUT60) e no grupo GLUT 60 (12,75 ± 3.16%) também foi 

observado.  
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Figura 13: Análise morfológica comparativa das células PC12 após o ensaio de neuroproteção 

direta e indireta durante 24h. Análises morfológicas em culturas de célula PC12 tratadas com 
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MCC(GLUT60) e MCC(GLUT60 + RUT0,5) durante 24h comparado ao tratamento direto GLUT60 e 

GLUT60+RUT0,5. Em A, fotomicrografias evidenciando as diferentes morfologias de células PC12 de 

acordo a cada tratamento através da coloração de Rosenfeld. As setas pretas apontam a morfologia 

amebóide em cultura de PC12, as setas em azul mostram a morfologia esferoidal e as setas em vermelho 

apontam as células com emissão de prolongamentos e contração de corpo celular em cultura de PC12. 

Em B) está a comparação da porcentagem de células com as diferentes morfologias entre os grupos 

controles DMSO e MCCDMSO. C), D), E) e F) temos a análise da relação células PC12 com morfologia 

poligonal, com emissão de prolongamentos, ameboides e esferoidais respectivamente. A análise de 

variância foi realizada usando o One-way Anova e pós-teste Tukey’s para múltipla comparação e One-

way Anova/Kruskal-Wallis test para dados não paramétricos através do programa GraphPad Prism. *p 

< 0,05; **p < 0,001; e ***p < 0,0001 representam diferenças estatísticas em relação às culturas em 

condições controle DMSO.  $p < 0,05, $$p < 0,001; $$$p < 0,0001 representam diferenças estatísticas em 

relação às culturas em condições controle MCC (DMSO).  #p < 0,05; ##p < 0,001 representam diferenças 

estatísticas em relação em relação às culturas expostas a 60 mM de glutamato. &p < 0,05 representa 

diferença estatística em relação às culturas expostas ao glutamato 60 + rutina 0,5. 

 

 

6.4.2 Meio condicionado de cultura organotípica de cérebro com glutamato e/ou rutina induziu 

aumento de pontos de ramificações e aumento do comprimento médio de neuritos nas células 

PC12 

 

Foram realizadas as análises de medição do comprimento dos neuritos e contagens de 

pontos de ramificação usando o software ImageJ e NeuronJ para os tratamentos direto e indireto 

de células PC12. Em relação ao comprimento médio de neuritos (Figura 14 A), observamos que 

todos os grupos apresentaram diferença estatisticamente significante quando comparado ao 

grupo controle do tratamento direto DMSO (99,51 ± 7,2%) e do controle indireto MCC DMSO 

(78,56 ± 11,8 %). Isto evidencia que nenhum grupo apresentou comprimento de neuritos 

habitual. No entanto, é notório o aumento estatisticamente significante do comprimento médio 

de neuritos na cultura de células PC12 do grupo MCC RUT 0,5 + GLUT 60 (48,85 ± 6,0 %) 

quando comparado aos grupos do tratamento direto GLUT 60 (14,91 ± 2,7 %), RUT 0,5 + 

GLUT 60 (15,44 ± 2,6 %). 

A contagem dos pontos de ramificações (Figura 14 B) evidenciou que os grupos do 

tratamento direto GLUT 60 (2,66 ± 0,5), RUT 0,5 + GLUT 60 (3,50 ± 1,1) e o grupo MCC 

GLUT 60 (11,60 ± 1,1) apresentaram diferença estatisticamente significante quando comparado 

aos controles do tratamento direto DMSO (31,50 ± 1,8) e indireta MCC DMSO (26,90 ± 2,9). 

Vale reiterar que apesar do grupo MCC GLUT 60 não ter apresentado o número de pontos de 

ramificações próximo do habitual, notamos que as células PC12 deste grupo ainda assim 

emitiam mais pontos de ramificações com diferença estatística quando comparado a ambos os 

grupos do tratamento direto. No caso do grupo que recebeu o meio condicionado suplementado 

com rutina (MCC RUT 0,5 + GLUT 60 (24,00 ± 2,3), a diferença foi ainda maior, uma vez que 

não houve diferenças estatísticas quando comparado os grupos controle direto e indireto e 
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principalmente por apresentar diferença estatisticamente significante quando comparado aos 

outros grupos.  
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Figura 14: Análise do comprimento médio e número de pontos de ramificações de neuritos das 

células PC12 após o ensaio de neuroproteção direta e indireta durante 24h. Em A temos a 

comparação do comprimento médio de neuritos entre o tratamento direto e o tratamento indireto 

comparado aos controles. Em B está a comparação do número de pontos de ramificações que foram 

quantificados nos grupos que receberam o tratamento direto e o tratamento indireto comparao aos seus 

respectivos controles. A análise de variância foi realizada usando o One-way Anova e pós-teste Tukey’s 

para múltipla comparação através do programa GraphPad Prism. ***p < 0,0001 representam diferenças 

estatísticas em relação às culturas em condições controle DMSO. #p < 0,05; ###p < 0,0001 representam 

diferenças estatísticas em relação às culturas em condições controle MCC (DMSO).  &p < 0,05; 

representam diferenças estatísticas em relação às culturas MCC (GLUT 60); $p < 0,05; $$$p < 0,0001 

representam diferenças estatísticas em relação em relação às culturas expostas a MCC RUT 0,5 + GLUT 

60. 

 

 

6.5 ANÁLISE DAS ALTERAÇÕES MORFOLÓGICAS INDUZIDA PELA RUTINA EM 

CULTURA PRIMÁRIA DE NEURÔNIOS/CÉLULAS GLIAIS MESENCEFÁLICAS 

 

 Visando melhor compreender os efeitos direto da rutina em uma cultura de células mais 

complexa que a cultura PC12 e entender como o flavonoide influencia na interação celular 

neurônio/glia e as suas possíveis alterações morfológicas, realizamos o tratamento da cultura 

primária de neurônios/células gliais mesencefálicas com a rutina a 0,5 µM durante 24 h. Foi 

possível visualizar um aumento de pontos de ramificações na cultura tratada com rutina quando 
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comparado ao grupo controle DMS0 (0,001%). Ademais, houve também um aumento do 

comprimento dos neuritos na cultura que foi tratada com a rutina ao compararmos com o 

comprimento dos neuritos das células do tratamento controle que estavam visivelmente mais 

encurtados. Estes resultados sustentam a hipótese de que a rutina é capaz de exercer um efeito 

sob a morfologia de células em cultura, fenômeno também observado na cultura de células 

PC12 que recebeu o MCC GLUT 60 + RUT 0,5. 

 

 
Figura 15 - Análise morfológica da cultura primária de neurônios/células gliais mesencefálicas 

realizadas após coloração por Rosenfeld após 24h de tratamento com a rutina a 0,5 μM. DMSO: 

Cultura mesencefálica tratada com o veículo de diluição das substâncias, por 24h como controle 

(DMSO 0,005%). RUT 0,5 μM: Cultura mesencefálica exposta a rutina na concentração de 0,5 

μM por 24 h. As setas pretas apontam as células que apresentam diferentes pontos de 

ramificações e que exercem conexões celulares. Em maior aumento e indicados com setas 

amarelas constam os neuritos com comprimentos variados e visivelmente aumentados no grupo 

tratado com RUT 0,5 μM. (Obj) de 20x. 
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7. DISCUSSÃO 

A prospecção de metabólitos secundários vegetais, tem possibilitado identificar e 

orientar o desenvolvimento de novos produtos farmacêuticos com potencial efeito antioxidante 

e neuroprotetor capaz de prevenir ou tratar doenças do SNC (GROSSO et al., 2013; DE 

ANDRADE-TELES et al., 2018). O presente estudo foi desenvolvido com a finalidade de 

investigar o potencial neuroprotetor do flavonoide rutina em um modelo in vitro da DP a partir 

da indução de lesão celular por excitotoxicidade do glutamato. Além disso, investigamos se o 

meio condicionado de cultura de cérebro tratados com glutamato e rutina apresenta ação menos 

tóxica para células PC12. 

Células PC12 são células de linhagem com fenótipo neural, que podem ser diferenciadas 

em neurônios. Na literatura, a abordagem da rutina em células neuronais demonstra que este 

flavonoide interfere pouco na viabilidade celular. Estudos realizados por nosso grupo de 

pesquisa com células de glioma da linhagem U251 (PITANGA et al., 2012) e da linhagem GL-

15 (SANTOS et al., 2011) relataram que a rutina (50 µM e 100 µM) induziu baixa toxicidade 

celular, em ensaio baseado na técnica de exclusão ao azul de tripan. De acordo com os nossos 

resultados, o tratamento das células PC12 por 24h com o flavonoide rutina induziu baixa 

toxicidade nas menores concentrações testadas e apenas a concentração de 50 µM induziu 

diminuição da viabilidade celular estatisticamente significante quando comparado ao grupo 

controle. Sugerimos que a maior sensibilidade das células da linhagem PC12, quando 

comparado com os dados da literatura testados nas linhagens de glioma, por exemplo, seja 

justificada pela diferença na biologia destas células. As linhagens de células tumorais de 

glioblastomas são reconhecidas pela sua heterogeneidade e alterações genéticas que conferem 

mecanismos anti-apoptóticos (ERASIMUS et al., 2016). Além disso, estas células dispõem de 

uma proteção extra contra efeitos tóxicos proporcionada pelas células gliais (LI et al., 2017) 

que apresentam diferentes aparatos para a detoxificação de xenobióticos (PITANGA et al., 

2012). Tudo isto torna as células de glioma resistentes a múltiplas drogas (HAAR et al., 2012). 

Já os neurônios, apesar de apresentarem alguns aparatos enzimáticos como o sistema citocromo 

P450 (PITANGA et al., 2012), dependem principalmente do metabolismo glial para a 

detoxificação de drogas. 

A utilização de modelos para estudo da toxicidade neural induzido pelo excesso de 

glutamato, por sua vez, é extensivamente empregado em pesquisas experimentais envolvendo 

linhagens de células. Mais especificamente em células PC12, a influência do glutamato para a 

viabilidade celular é dependente da dose e do tempo (MA et al., 2013). Chang (2014), 

demonstrou que a concentração de 15 mM e 10 mM é capaz de induzir morte após 24 h e 48 h 
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de tratamento com o glutamato respectivamente. Nossos resultados de citotoxicidade revelaram 

que o tratamento com o glutamato a partir da concentração a 10 mM durante 24h foi suficiente 

para interferir de forma significativa na viabilidade celular e que a toxicidade aumentava 

conforme a concentração do glutamato. Sugerimos então que os efeitos tóxicos exercidos pelo 

glutamato em células PC12 é também de maneira responsiva a dose. Uma vez que a morte 

neuronal pelo excesso de glutamato envolve o influxo de Ca2  e é mediada pelos receptores 

NMDA, expressos em células PC12 (PENUGONDA et al., 2006; POURZITAKI et al., 2009), 

inferimos que a magnitude da excitotoxicidade pode ser dependente da expressão de receptores 

funcionais, do grau de ativação e da duração de ativação desses receptores (ZHOU et al., 2013), 

que estão associados, por sua vez, a ativação parcial ou total de subunidades do receptor NMDA 

(BLANKE e VANDONGEN, 2009). 

O efeito neuroprotetor da rutina contra a toxicidade glutamatérgica em células da linhagem 

PC12 ainda são desconhecidos. Rajabian (2018) e colaboradores foram os únicos, até o 

momento, que demonstraram o efeito neuroprotetor da rutina (100 mM) para as células PC12 

contra a toxicidade do glutamato a 8 mM após 24 h de exposição. Nosso estudo demonstrou 

que a rutina é capaz de atenuar o dano induzido pelo glutamato para as células PC12 apenas na 

concentração a 10 mM. O que sugere um possível limiar de neuroproteção da rutina para células 

PC12 em condições de excitotoxicidade glutamatérgica. Propomos, então, que em situações de 

baixa concentração do glutamato, os mecanismos antioxidantes da rutina são suficientes para 

redução do conteúdo de EROs e diminuição da toxicidade para células PC12, concordando com 

dados publicados anteriormente (RAJABIAN et al., 2018). A rutina é capaz de eliminar 

diretamente os EROs por possuir estrutura química que favorece esta ação (HANASAKI, 

OGAWA e FUKUI, 1994). Além disso, já foi relatado que a rutina aumenta a produção de 

enzimas antioxidantes, como a GSH a CAT e a SOD (AL-ENAZI, 2014), ao passo que inibe a 

xantina oxidase, enzima envolvida com a geração de EROs (KOSTIC et al., 2015). Diante disto, 

cresce o otimismo pelo potencial terapêutico da rutina, o qual pode favorecer o tratamento de 

muitas doenças no qual o estresse oxidativo é uma das causas envolvidas na progressão 

(MAGALINGAM et al., 2013; AL-ENAZI, 2014). 

Em contrapartida, os nossos resultados demonstraram que em situações de alta concentração 

do glutamato (30 e 60 mM) a rutina não foi capaz de sustentar a neuroproteção. Neste sentido, 

sabe-se que este modelo de cultura de células não contempla as células gliais, as quais são 

essenciais para auxiliar na captação do glutamato. Logo, a ausência de astrócitos na cultura de 

célula PC12 pode ter implicado na ineficiência da rutina em regular a detoxificação do 

glutamato excedente. A neuroproteção da rutina para células PC12 em modelos de toxicidade 
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oxidativa, por outro lado, tem alcançado resultados satisfatórios, uma vez que não requerem, 

necessariamente, a ação intermediária de células gliais para auxiliar na neuroproteção. 

Magalingam (2016) reportou que o pré-tratamento das células PC12 com rutina é capaz de 

induzir neuroproteção via regulação de enzimas antioxidantes contra toxicidade da 6-OHDA a 

100 μM por 24 h, o que também está de acordo com estudos semelhantes (MAGALINGAM et 

al., 2013; ELMAZOGLU et al., 2017). 

A ação da rutina em células gliais já é bem caracterizada pela comunidade científica 

(MAGALINGAM et al., 2016; COSTA et al., 2016; SILVA et al., 2008; DA SILVA et al., 

2017; SOARES et al., 2018). Um recente estudo do grupo de pesquisa realizado por 

FERREIRA (2016), demonstrou que a rutina induziu ação neuroprotetora contra a toxicidade 

do glutamato a 60 mM a partir do aumento da expressão do GLAST, da manutenção da 

expressão da enzima GS e proteção mitoprotetora. Uma vez que não foi visualizado efeito direto 

neuroprotetor da rutina em células da linhagem PC12, passamos a investigar o efeito indireto 

utilizando meio condicionado de culturas organotípicas de cérebro de ratos Wistar.  

A cultura organotípica de cérebro vem sendo amplamente utilizada na literatura como uma 

modelo in vitro bem estabelecido para entender as propriedades fisiológicas e patológicas de 

diversas células do SNS (GAHWILER et al.,1997). Além disso, é capaz de preservar a 

organização estrutural e conectiva das células e manter o alto grau de diferenciação neuronal e 

glial (BAHR et al., 1995; DAILEY et al., 2013; GRABIEC et al., 2017), o que permite um 

detalhamento crítico das respostas celulares mediante a exposições a fatores exógenos. Após 

realização do teste de viabilidade celular com o IP, nosso estudo demonstrou que o meio 

condicionado MCC tratado com rutina e/ou com a mais alta concentração de glutamato induziu 

baixa toxicidade para as células PC12. Portanto, nossa hipótese é que a rutina tenha promovido 

o aumento do metabolismo do glutamato durante a cultura organotípica de cérebro que pode ter 

refletido numa diminuição significativa da concentração de glutamato no meio condicionado e 

consequentemente uma menor exposição às células PC12. Em concordância aos nossos 

resultados, Zhang (2018) demonstrou recentemente a baixa toxicidade glutamatérgica para 

células neuronais na presença de astrócitos.  

A emissão de neuritos é um evento importante para o restabelecimento dos circuitos 

neuronais funcionais e possível regeneração do SNC após dano celular (HIGGINS et al., 2013). 

O papel dos fatores neurotróficos na indução de diferenciação neuronal, inclusive já é bem 

descrita na literatura (YOSHIDA et al., 2016). Sagara (2004) e colaboradores demonstraram 

que a formação de prolongamentos citoplasmáticos em células da linhagem PC12 induzida pela 

rutina, está associada ao seu efeito neuroprotetor. Nossas análises morfológicas do tratamento 
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direto demonstraram que a rutina promoveu alterações celulares características de células em 

processo de diferenciação celular, representada por retração do corpo celular acompanhada de 

emissão de prolongamentos citoplasmáticos. No entanto, nos ensaios de neuroproteção 

envolvendo glutamato a 30 e 60 mM, a rutina não impediu a alteração morfológica das células 

PC12 para a morfologia ameboide, característica de dano por excesso de glutamato, nem 

induziu aumento do comprimento médio de neuritos e/ou aumento dos pontos de ramificações 

nas células. Além disso, foi notório o aumento de células esferoidais nos grupos que receberam 

glutamato a 30 mM quando comparado aos grupos que receberam 60 mM, o que nos permite 

acreditar que esta seria uma caracateristica morfológica de células em processo de transição 

para as células ameboides e consequentemente de morte celular. Sugerimos, portanto, que a 

resistência das células PC12 ao excesso de glutamato, induzida pela rutina, está associada 

também a indução de alteração morfológica celular característica de neurodiferenciação. 

Em contrapartida, o MCC foi capaz de manter características morfológicas habituais em 

parte da cultura de células PC12 além de induzir um aumento de células com emissão de 

prolongamentos, aumento do comprimento médio de neuritos e aumento dos pontos de 

ramificações nas células. Um estudo realizado por nosso grupo de pesquisa (SOARES et al., 

2018), também observou mudanças morfológica em células PC12 associada a diferenciação 

celular após tratamento de células com meio condicionado de microglia. Uma vez que os 

diferentes fatores neurotróficos atuam como elementos chaves na neuroproteção associada a 

diferenciação neuronal (TOMÉ et al., 2017), inferimos que a rutina foi capaz de regular 

positivamente a liberação de fatores neurotróficos, a exemplo do GDNF (SOARES et al., 2018; 

YOSHIDA et al., 2016) no meio condicionado cerebral do nosso estudo. Em adição, induções 

do aumento de pontos de ramificações e do comprimento de neuritos também foi observado em 

co-cultura mesencefálica neste estudo após tratamento com a rutina, confirmando mais uma vez 

que a rutina é de fato capaz de afetar a formação e crescimento de neuritos. Por tratar-se de uma 

cultura complexa no qual os neurônios podem exibir crescimento de axônios e dendritos e 

formar conexões sinápticas, esta torna-se uma cultura adequada para também para o estudo da 

morfologia celular (WEINERT et al., 2015). 
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8. CONCLUSÃO 

 

Os resultados deste estudo indicam que a rutina não induz neuroproteção direta para células 

PC12 sob altas concentrações de glutamato. Por outro lado, o meio condicionado de cultura 

organotípica de cérebro tratados com rutina e glutamato induz baixa toxicidade para células 

PC12. Isto, associado aos dados descritos na literatura, sugere que a eficiência neuroprotora do 

flavonoide rutina contra a excitotoxicidade glutamatérgica possa estar associada à modulação 

do metabolismo do glutamato por astrócitos. Além disso, foi notório que mudanças 

morfológicas características de diferenciação neuronal estão associadas às células PC12 sob o 

efeito indireto da rutina e células de culturas primárias de mesencéfalo tratadas com rutina.  
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