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Resumo

O envelhecimento é um processo natural e fisiologico que compromete
progressivamente o estado fisico e cognitivo do individuo, aumentando o risco de
morbidades como: cancer, doencgas cardiovasculares e mortalidade. Estd associado a uma
alta ocorréncia de alteragdes metabolicas e disturbios. O “Estresse Oxidativo” destaca-se
entre os principais elementos envolvidos nessas arrevesadas modificagdes. Ademais, 0
envelhecimento cerebral trata-se de um fendémeno também, intrincado e genuino, e, é
determinado exclusivamente pelo estresse oxidativo, acimulo de macromoléculas
danificadas oxidativamente e alteragdes na estrutura e fun¢éo dos neurdnios, que aumentam
ainda mais o fator de risco para a maioria das doencas. Os demasiados dados que d&o
suporte ao importante papel do estresse oxidativo no processo de envelhecimento e doengas
neurodegenerativas apoiam o efeito benéfico dos antioxidantes como terapia adjuvante. Os
antioxidantes sdo compostos capazes de inibir ou retardar a oxidagdo de biomoléculas.
Podem ser enzimaticos ou ndo enzimaticos, sendo produzidos endogenamente ou ndo. Entre
0s ndo enzimaticos, temos os polifendis, distribuidos em frutas, legumes, bebidas e cereais.
Como ¢é o caso do Resveratrol. Nosso estudo teve como objetivo, verificar o possivel efeito
Neuroprotetor e/ou Modulador do resveratrol, em células da linhagem N2-A (neuroblastoma
de camundongo albino) previamente ou tardiamente inseridas em um “ambiente de estresse
oxidativo”, causado pela exposi¢do ao peroxido de hidrogénio. A dose do resveratrol foi
padronizada em 5uM; e do peréxido de hidrogénio em 10.5% v/v, ambos através de curva
Concentracd-Resposta. Para avaliagdo dos Compartimentos Oxidativos e Redutores em
Células N2-A, procedemos com o0s ensaios de: quimioluminescéncia dependente de
luminol, microscopia de fluorescéncia com o uso da Carboxi- H,DCFDA, producdo de
Oxido nitrico e peroxinitrito, capacidade redutora celular por MTT. Verificamos também, a
atividade da catalase e super6xido dismutase nessa linhagem celular. Analisamos o
envolvimento das vias de sinalizacdo AMPk e SIRT1 sobre a atividade do RSV nas células
N2-A. Finalmente procedemos com a avaliagao do perfil inflamatério nessas células neurais
através da atividade de IL-6, TNF-a e IL-10. Observamos neste estudo que o RSV 5uM em
celulas N2-A exerce poder antioxidante, anti-inflamatério e neuro-protetor. E 0 mesmo

ocorre majoritariamente sob a forma de Prevencéo.
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Abstract

Aging is a natural and physiological process that progressively compromises the
individual's physical and cognitive status, increasing the risk of morbidities such as:
cancer, cardiovascular diseases and mortality. It is associated with a high occurrence of
metabolic alterations and disorders. "Oxidative Stress” stands out among the main
elements involved in these strident modifications. In addition, cerebral aging is a
phenomenon, too, intricate and genuine, and is determined exclusively by oxidative
stress, accumulation of oxidatively damaged macromolecules and changes in the
structure and function of neurons, which further increase the risk factor for diseases.
Too much data supporting the important role of oxidative stress in the aging process and
neurodegenerative diseases supports the beneficial effect of antioxidants as adjuvant
therapy. Antioxidants are compounds capable of inhibiting or retarding the oxidation of
biomolecules. They can be enzymatic or non-enzymatic, being produced endogenously
or not. Among the non-enzymatic, we have the polyphenols, distributed in fruits,
vegetables, beverages and cereals. As is the case with Resveratrol. Our study aimed to
verify the possible Neuroprotective and / or Modulator effect of resveratrol in N2-A
cells (albino mouse neuroblastoma) previously or late in an "oxidative stress
environment™ caused by exposure to peroxide hydrogen. The dose of resveratrol was
standardized at 5uM; and hydrogen peroxide in 10.5% v / v, both through
Concentration-Response curve. For the evaluation of Oxidative and Reducing
Compartments in N2-A Cells, we performed the following tests: fluorescence
microscopy with the use of Carboxy-H2DCFDA, production of nitric oxide and
peroxynitrite, cellular reducing capacity by MTT. We also verified the activity of
catalase and superoxide dismutase in this cell line. We analyzed the involvement of
AMPk and SIRT1 signaling pathways on RSV activity in N2-A cells. Finally, we
proceeded with the evaluation of the inflammatory profile in these neural cells through
the activity of IL-6, TNF-a and IL-10. We observed in this study that RSV 5uM in N2-
A cells exerts antioxidant, anti-inflammatory and neuro-protective power. And the same
occurs mostly in the form of Prevention.
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Introducao

1 Introducao

O envelhecimento populacional ¢ um dos maiores desafios da saude publica
contemporanea. Fendmeno que ocorreu inicialmente em paises desenvolvidos, mas,
recentemente € nos paises em desenvolvimento que tém acontecido de forma mais acentuada.
No Brasil, o nimero de idosos (> 60 anos de idade) passou de 3 milhdes em 1960, para 7
milhdes em 1975 e 14 milhdes em 2002 (um aumento de 500% em quarenta anos) e estima-se
que alcangara 32 milhdes em 2020 (SOUZA; DE, 2017). A Figura 1 ilustra a situacdo etaria do

Brasil nos anos de 1980 e a proje¢do para o ano de 2020.

Brasil

Pirdmide Etdria Absoluta

1960

Projecdo 2020

HMOMENS MULMERES HOMENS MULHERES



LARA, R.C

Realinhar os sistemas de satde as necessidades das pessoas idosas também sera
crucial. Isso exigira uma mudanca de sistemas que sao projetados em torno de curar doengas
agudas, para sistemas que possam fornecer cuidados continuos para as condi¢des cronicas que

sdo mais prevalentes em idade avancgada.

Podemos dividir as causas do envelhecimento em primarias e secundarias. As
primérias referem-se ao passar do tempo somado as mudangas: fisiologicas, genéticas e
moleculares; que ocasionam prejuizos motores, visuais, auditivos, incapacidade de adaptacao
ao estresse, diminui¢do da resisténcia as infec¢des, dentre outros. As secundarias seriam um
agravamento das primarias, como resultado, por exemplo, de praticas de satide precarias

(sedentarismo, tabagismo) somado em alguns casos, ao surgimento de doencas degenerativas
(KOLOVOU; KOLOVOU; MAVROGENI, 2014).

A imunossenescéncia enquadra-se como causa primdria do envelhecimento, e, ¢
responsavel pelo aumento da vulnerabilidade dos idosos as doencas infecciosas, originando
também, os mecanismos biologicos responsaveis pelas doengas inflamatdrias relacionadas a

idade (LARBI et al., 2008).

Ja que vivenciamos um contexto no qual a populagdo tende a envelhecer, € com isso
aumentam-se as chances de possiveis patologias incapacitantes; vimos a necessidade e
prioridade de se estudar mecanismos e formas, para quem sabe, amenizar os prejuizos que

indubitavelmente vém acompanhando o processo de envelhecimento.

Neste cendrio, o estudo do equilibrio oxidante/redutor vem sendo pesquisado com
grande sucesso através de culturas de células in vitro (NOGUEIRA-MACHADO et al., 2006;
CHAVES et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2010). Clone de células Neuro 2-A (N2-A) (ATCC CCL131)
(Figura 2 abaixo), estabelecidos por Klebe & Ruddle (1969) a partir de um neuroblastoma
espontaneo em camundongo albino, originado de células da medula espinhal, ¢ uma linhagem
amplamente usada em modelos neuronais in vitro, (CALDERON et al., 1999) que exibe fenotipo

neuronal tanto morfologica quanto neuroquimicamente (BASTA-KAIM et al., 2006).
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Figura 2: Células N-2A em cultura. A esquerda fotografia exibindo as células aderidas em monocamada.
A direita imagem ampliada para mostrar detalhes da célula. Fonte: Imagem obtida por fotografia no
Laboratorio de Bioquimica e Imunologia do Envelhecimento e Doengas Correlacionadas- UFMG, 2017.

As células N2-A tem sido objeto de estudo também para avaliacdo de antioxidantes,
atividade mitocondrial e estresse oxidativo (EO) (AMAZZAL et al., 2007; ROZAS; FREITAS, 2008).
Nesse enquadramento, achados de REN & Cols., mostraram a reducao de apoptose em células
N2-A apds exposi¢dao ao resveratrol (RSV) (REN et al, 2015). Resultados semelhantes foram
observados em estudos de NAMSI & Cols, onde o mesmo RSV induziu a diferenciagao

neuronal nessa linhagem celular (NAMSI et. al., 2018).

Estudos bioquimicos, organizacionais, populacionais e comparativos extensos sobre
o envelhecimento tém se concentrado na avaliagdo qualitativa e, as vezes, quantitativa de
caracteristicas que contribuem para o desenrolar do processo de senescéncia. Portanto, ¢
evidente que o envelhecimento ¢ causado pelo acumulo de danos; resultante da falta de
capacidade em se proteger, manter e reparar os tecidos somaticos ao longo do tempo. Pode-se
razoavelmente argumentar que o desenvolvimento de uma descri¢ao geral do envelhecimento
¢ prematuro; porque faltam dados descritivos detalhados e uma compreensdo ampla para

produzir modelos realistas do processo (MURPHY; PARTRIDGE, 2015).

Desta forma, fizemos um estudo em células N2—A, na tentativa de verificar os efeitos
moduladores do Resveratrol (RSV) in vitro com foco no SNC, no processo de
envelhecimento/EQ. Assim, esclarecendo por quais mecanismos de atuacdo o RSV poderia
reduzir os danos celulares e teciduais causado pelos radicais livres (RL) e Espécies reativas de
oxigénio (ERO) / Espécies reativas de nitrogénio (ERN) no processo de envelhecimento

saudavel e patoldgico.
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Justificativa

2 Justificativa

O envelhecimento ¢ um processo natural e fisioldgico que compromete
progressivamente o estado fisico e cognitivo do individuo, aumentando o risco de morbidades
como: cancer, doencgas cardiovasculares e mortalidade. Esta associado a uma alta ocorréncia
de alteragdes metabolicas e distirbios neurodegenerativos (PEREIRA et al., 2005). O Estresse
Oxidativo (EO) destaca-se entre os principais elementos envolvidos nessas arrevesadas
modificagdes. Ademais, o envelhecimento cerebral trata-se de um fenomeno também,
intrincado e genuino, e, ¢ determinado exclusivamente pelo estresse oxidativo, acumulo de
macromoléculas danificadas oxidativamente e alteragdes na estrutura ¢ fun¢ao dos neurdnios,

que aumentam ainda mais o fator de risco para a maioria das doengas neurodegenerativas
(VITALE et al., 2013; NICOLAI et al., 2015; SOUSA et al., 2018; KUMAR et al., 2018).

Assim, torna-se crucial entender os mecanismos geradores de envelhecimento. Este
processo envolve diferentes marcadores interdependentes a nivel celular, molecular e organico
(HOHN et al., 2016). A teoria mitocondrial dos radicais livres, mais tarde denominada Teoria do
Estresse Oxidativo (TEO) ¢ atualmente, uma das mais aceitas para explicar o envelhecimento,
como ja citado anteriormente; e o define, como resultado da falha a nivel molecular do
organismo, em manter as defesas oxidativas, a integridade mitocondrial, a proteostase, as
estruturas de barreira, o reparo de DNA, os telomeros, a fun¢do imunolodgica, a regulagdo
metabolica e enfim, a capacidade regenerativa. Uma linha consistente de evidéncias que
apdiam essa teoria, ¢ a existéncia de grande quantidade de dados que mostraram, um aumento

relacionado a idade no dano oxidativo em véarias moléculas celulares em organismos que

variam de invertebrados a humanos (CHANDRASEKARAN; IDELCHIK; MELENDEZ, 2017;
GENEVA et al., 2015).

Os Radicais livres (RL) sdo atomos altamente reativos ou moléculas com um ou mais
elétrons ndo-pareados em sua camada externa. Esses radicais podem ser produzidos nas
células, perdendo ou ganhando um tnico elétron, portanto, comportando-se como oxidantes
ou redutores. Possuem meia-vida muito curta, s3o extremamente instdveis pela sua propria

configuragdo e se ligam rapidamente a moléculas vizinhas (HALLIWELL, 1994; GUTTERIDGE,
1987; OLIVEIRA et al., 2010; VITALE et al., 2013).
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Os organismos vivos estdo constantemente expostos a agentes oxidantes provenientes
tanto de fontes endogenas, quanto exdgenas, capazes de modificar biomoléculas e induzir
danos. Dessa forma, o excesso de RL assume um papel importante como indutor de lesdo

tecidual em lipideos, proteinas e DNA, observados no envelhecimento (RIZZO et al., 2011).

Os termos: Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) e Espécies Reativas de Nitrogénio
(ERN) referem-se a derivados reativos de radicais e ndo-radicais de oxigénio e nitrogénio,
respectivamente. Tradicionalmente, acredita-se que a maior parte da produgdo de ERO se
origine da cadeia de transporte de elétrons nas mitocondrias, especialmente nos complexos I e
III. Entretanto, outras moléculas, como a nicotina adenina dinucleotideo NADH
desidrogenase (NADH DH), foram descritas como potenciais produtores de ERO. A geracao
de espécies reativas surge, muitas vezes, com o rompimento da homeostase celular. Mas, em
contraste, varias proteinas produzem ERO para restaurar esse equilibrio (HOLZEROVA;

PROKISCH, 2015). A Figura 3 abaixo ilustra locais de produ¢ao de ERO nas células.
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Figura 3: Locais de producdo de ERO. Muitos locais diferentes de producdo de ERO existem dentro de uma
célula. A maioria deles localiza-se no ambiente mitocondrial, como os complexos da cadeia respiratoria:
complexo I (I), complexo II (II), complexo III (III) ou glicerofosfato desidrogenase mitocondrial (mGPDH)
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proximos a o-cetoglutarato desidrogenase ( o-KGDH), flavoproteina de transferéncia de elétrons (FTE)
ubiquinona oxidoredutase, piruvato desidrogenase (PDH), aconitase, oxidase alternativa (AO), complexo IV
(IV), diidroorotato desidrogenase (DHODH), NADH desidrogenase externa (NADH DH), proteina p66Shc,
citocromo (cyt) b5 redutase, monoamina oxidase (MAQO) e 6xido nitrico sintase (NOS). Outras proteinas ou
organelas também podem contribuir para a produgdo de ERO. Complexos da cadeia respiratoria sdo exibidos em
azul, outros contribuintes ERO em verde, organelas em violeta. Fonte: Modificada HOLZEROVA; PROKISCH,
2015

As ERO podem ser geradas endogenamente por reagdes metabolicas, como:
transporte de elétrons na cadeia respiratoria mitocondrial, durante a ativagdo de fagdcitos ou
células inflamatorias. E, exogenamente, através de poluentes e fumaga de cigarro, por
exemplo. (KIRKHAM; RAHMAN, 2006). A geragdo de ERO e ERN ndo se limita apenas a
determinar efeitos deletérios, mas também esta envolvida na extracdo de energia de moléculas
organicas, na defesa imunolodgica e no processo de sinalizagdo celular (LIGUORI ef al., 2018). A
reducdo incompleta do oxigénio leva a geragdo de diferentes espécies de radicais livres, tais
como: anion superoxido (O,"), este radical pode originar outras ERO/ERN como: perdxido de
hidrogénio (H,0O,) sendo este, o principal indutor exdgeno de dano oxidativo celular e
senescéncia (HOHN et al., 2016; VITALE et al,, 2013). Na Figura 4 abaixo, temos uma reagdo em

cadeia da formacao de ERO.

3 &+ &+ H* & +H*
0, O,y 5> H,0,—¢ > OH —>» H,0

Superdxido Peraxido de H,O Radical Hidroxila
: Hidrogénio
O aNOO
Oxido Hitrico

Peroxinitrito

O H,0; origina-se da dismutagdo enzimatica ou espontanea do O,. Devido a sua alta
permeabilidade @ membrana induz efeitos intracelulares deletérios na célula de origem e em
células vizinhas (BASTA-KAIM et al., 2006). Nao devemos esquecer, contudo, de descrever os
ERN, que incluem espécies nao-radicalares como: peroxinitrito (ONOQO?) e espécies

radicalares: 6xido nitrico (NO’) (RODENAS; MITJAVILA; CARBONELL, 1998).

O NO’ ¢ uma importante molécula de sinalizacdo com multiplos papéis centrais nos
sistemas: cardiovascular e neural, bem como na resposta inflamatoéria (MODUM; GIUSTARINI;
TSIKAS, 2014; MAITI et al., 2018). Trata-se de um mensageiro molecular importante no cérebro e
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desempenha um papel importante na aprendizagem e memoria, atuando também como agente

neuroprotetor (TATCHER; BENNETT; REYNOLDS, 2006).

Ja 0 ONOO" ¢ formado por O,” e NO, em uma base controlada pela taxa de difusao
de ambos os radicais (TURRENS, 2003). Devido a sua forte oxidac¢ao e nucleofilia, pode reagir
rapidamente com um painel de biomoléculas, incluindo: lipidios, &cidos nucléicos,
aminoacidos e proteinas; através de oxidagdo direta, nitragdo e decomposi¢do em radicais
secundarios altamente reativos. Esse potente oxidante de meia-vida curta, t€ém sido
relacionado a numerosas condi¢des patologicas, como inflamag¢do aguda e cronica, acidente

vascular cerebral isquémico, diabetes, aterosclerose e disturbios neurodegenerativos (CHEN ez.
al., 2018).

Portanto, ¢ importante manter um balanco da homeostase redox com a ajuda de
moduladores-redox ou antioxidantes dentro da célula; seja por enzimas que convertem
ERO/ERN em espécies menos danosas (como por exemplo, a superoxido dismutase) ou por
moléculas antioxidantes que eliminam essas espécies reativas de maneira ndo-especifica
(citando caso analogo, a glutationa e tiorredoxina). No entanto, o equilibrio pro-
oxidante/antioxidante apropriado em uma célula normal pode ser deslocado em dire¢do ao
estado pro-oxidante chamado TEO, quando a producdao de ERO/ERN aumenta muito, ou

quando os niveis de antioxidantes sdo diminuidos (GULCIN, 2012; BISSINGER et al., 2018).

A desproporcao pro-oxidante/antioxidante mencionada acima pode ser ocasionada
por fatores internos e externos. Fatores internos incluem a geracdo de energia pelas
mitocondrias ou reagdes de detoxificacdo. Os fatores externos incluem exposicao a fumaca de
cigarro, poluicdo, consumo excessivo de alcool, exposicdo a radiacdo, infecgdes, doengas e

outros (SIES, 1993), que podem ser ilustrados na Figura S abaixo.
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desequilibrio proé-oxidante/antioxidante . Fonte: Modificado PENDYALA; THOMAS; KUMARI, 2008

O Sistema Imunologico (SI) € regulado por neurotransmissores, proteinas, citocinas e
hormdnios e se comunica de maneira constante e extensiva com o Sistema Nervoso Central
(SNC); participando da modulagdo do comportamento e de outras funcdes neuroldgicas
criticas ao longo da vida. O intercAmbio entre esses dois principais sistemas adaptativos do
organismo se da através de multiplos caminhos. A citar como exemplo, a descoberta recente
de um sistema linfatico meningeo capaz de transportar: fluido, células imunes e
macromoléculas do SNC para os linfonodos de drenagem (LOUVEAU et. al., 2015; RAPER et.al,
2016). Os diversos estimulos captados pelo cérebro durante diferentes situagdes podem agir de
maneira benéfica ou prejudicial sobre o SI, desencadeando uma série de reagdes com
conseqiiéncias importantes. O eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) é também um dos

responsaveis por varios dos elos entre SNC e SI (BAUER, 2005; ALVES, 2007).

O envelhecimento ¢ acompanhado também, por mudancas graduais na estrutura e

funcdo do SI. A deterioragdo progressiva da imunidade inata e adaptativa e o aumento em
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baixo grau da inflamacdo cronica denominam-se “Imunossenescéncia”. Tais mudangas levam
a uma desregulagao imunoldgica, aumentando dessa forma, a freqiiéncia e a gravidade das
doengas em idosos. Esse quadro onde temos associado: ativacdo imune inata cronica,
alteracdes significativas nas fungdes dos monocitos (o que pode ter implicagdes no aumento
da inflamagao cronica de baixo grau e no desenvolvimento de doengas relacionadas a idade),
juntamente com monocitos inflamatoérios, aumento de citocinas pré-inflamatérias e de
ERO/ERN contribuem para um processo inflamatdrio cronico sub-clinico, denominado

“Inflammaging” (HOFFMANN; PYRIDOPOULOS, 2015; HEFFNER, 2011; DE LA FUENTE; MIQUEL,
2009; BENEDETTO et al., 2017).

Acredita-se que esse fendmeno conhecido como “Inflammaging” seja o responsavel
por muitos canceres, bem como por uma série de outras doengas debilitantes, incluindo:

aterosclerose, doeng¢a de Alzheimer e doenca inflamatoria intestinal (ELISIA er. al., 2017).

A inflamag¢do ¢ um elemento central que afeta as células da unidade neurovascular
durante o envelhecimento. A neuroinflamagado tem sido associada principalmente a microglia
e, em menor extensdo aos astrocitos. De maneira complementar, as ERO sao mediadores-
chave no processo de desacoplamento neurovascular e alteragdes do complexo juncional
endotelial cerebral no envelhecimento. Além de desencadearem a secrecdo de citocinas

inflamatorias (WILHELM et al., 2017).

A medida que se envelhece, experimenta-se uma maior suscetibilidade a
deficiéncias de memoria apds um desafio imune, que ¢ caracterizada assim como no estimulo
oxidante das ERO citado acima, por uma produ¢do aumentada e prolongada de citocinas pro-
inflamatdrias no cérebro envelhecido; sendo assim, as citocinas sdo importantes componentes

na biologia do envelhecimento e da neuroinflamac¢do (BARRIENTOS et al., 2015; FRANCESCHI et.
al., 2017).

As citocinas s@o uma grande familia de peptideos e proteinas soluveis liberadas pelas
células imunes, representando os principais reguladores do protdtipo: resposta imune inata e
adaptativa a infec¢do. Elas podem modular a atividade e a viabilidade neuronal de maneira
indireta, promovendo a liberagdo de moléculas neuroativas na glia ou no endotélio, (por
exemplo: NO°, glutamato, prostaglandinas, neurotrofinas) e de forma direta, ativando

receptores neurais no cérebro ou medula espinhal. (VEZZANI; VIVIANI, 2015).
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Citocinas inflamatorias classicas, como: Interleucina 1 B (IL-1p), Fator de
Necrose Tumoral o (TNF-a) e Interleucina 6 (IL-6), ativam seus receptores cognatos nas
células-alvo, induzindo vias que diferem dependendo do tipo de célula, e muitas vezes
resultam em efeitos fisiopatoldgicos divergentes. No sistema nervoso tém fungdes fisiologicas
que incluem neurites, neurogénese, sobrevivéncia neuronal, podas sindpticas durante o
desenvolvimento do cérebro, e também, regulam a forca da transmissdo e plasticidade
sindptica. Entretanto, a hiper-producao e liberagao exarcebada de citocinas, ou a sua presenga
prolongada no tecido, esta associada a disfun¢des neuronais, descritas, por exemplo, na dor

neuropatica, transtornos psiquiatricos, doencas neurodegenerativas e epilepsia (VEZZANI et al.,
2011 ZHANG et al., 2014).

O TNF-a ¢ uma das citocinas pré-inflamatérias mais comuns, responsavel por varios
distarbios inflamatdrios. A inibi¢do da geracdo da forma ativa do TNF-a ¢ uma terapia
promissora para diversas doencas inflamatorias (BAHIA; SILAKARI, 2010). Além disso, ¢ um
mediador fundamental de reagdes inflamatorias sist€émicas agudas e cronicas; ndo apenas por
induzir a sua propria secre¢ao, mas também, por estimular a producdo de outras citocinas
inflamatérias, como por exemplo, a IL-6 (CHU, 2013). Esta tem efeitos nocivos sobre o
envelhecimento e foi proposta como um marcador fidvel para o declinio funcional, como
preditor de morbidade e mortalidade na velhice. Possui atividade redundante e pleiotropica
que medeia uma série de fungdes fisiologicas, incluindo a diferenciagao de linfocitos,

proliferacdo e sobrevivéncia celular, além de potencializar sinais apoptoticos (GIOVANNINI et
al.,2011; KAMIMURA; ISHIHARA; HIRANO, 2003).

Em contrapartida, a IL-10 ¢ a citocina antiinflamatéria mais potente. Bloqueia
respostas imunes em diferentes niveis, agindo direta e indiretamente nos bracos inato e
adaptativo do sistema imune. Conseqiientemente, pode inibir a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias (SAXENA et al., 2015). Niveis elevados da mesma foram encontrados em idosos

centenarios (SALVIOLI et al., 2009).

Como mencionado, o envelhecimento ¢ caracterizado por uma inflamacdo cronica
de baixo grau que provavelmente contribui significativamente para a morbidade e mortalidade
em idosos (FRANCESCHIL,CAMPISI, 2014). Assim, a imunossupressao periférica e a inflamacao

podem promover a neuroinflamag@o por meio da modulacdo das células gliais em dire¢do a
10
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um estado pro-inflamatério mais ativo, levando a perda da fung@o neuroprotetora, a disfung¢ao
neuronal e acimulo de dano tecidual cerebral (BENEDETTO et al., 2017) . A inflamagao sistémica
pode, portanto, aumentar o risco de desenvolver comprometimento cognitivo, disturbios
neuroldgicos e neurodegeneracdo (GOLDECK et al, 2016). Na Figura 6 abaixo, temos a
representacdo  esquematica dos potenciais mecanismos de imunossenescéncia €

neurossenescéncia.

IMUNOSSENESCENCIA, INFLAMMA GING, DEFICIENCIAS FISICAS E
FUNCIONAIS, ESTRESSE, AUMENTO DA MORBLMORTALIDADE

Exposicio 4 diferentes patégenos ao longo davida
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Os demasiados dados que ddo suporte ao importante papel do EO no processo de
envelhecimento e doencas neurodegenerativas apoiam o efeito benéfico dos antioxidantes
como terapia adjuvante. Isso porque, o cérebro ndo apresenta defesas antioxidantes totalmente
eficientes, tornando-o vulneravel aos danos desse estresse oxidativo e deficiente em prevenir

as doengas oxidativas com a senescéncia do organismo. Os niveis de glutationa e enzimas
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antioxidantes sdo muito mais baixos no SNC, em comparagdo aos eritrocitos e os tecidos

periféricos (KARUPPAGOUNDER et al., 2009; FLOYD ; HENSLEY, 2002; CHALIMONIUK, 2015 ).

Os antioxidantes sdo compostos capazes de inibir ou retardar a oxidacao de
biomoléculas. Podem ser enzimaticos ou ndo enzimaticos (exemplos ilustrados na Tabela 1
abaixo), sendo produzidos endogenamente ou ndo. Entre os ndao enzimaticos, temos os
polifendis, distribuidos em frutas, legumes, bebidas e cereais (SCHAFFER et al., 2016;
FIORENTINI e al, 2015). H4 grande interag¢do entre os compostos produzidos endogenamente e

os antioxidantes provenientes da dieta (SIES; STAHL, 1995).

Nio-enzimarico L-cisteina
a-tocoferol (vitamina E) curcumina
[-caroteno Enzimatico

Acido ascorbico (vitamina C) superoxido dismutase

Flavonoides catalase

Proteinas do plasma NADPH-quinona oxidoredutase
Selénio glutationa peroxidase

Glutationa enzimas de reparo

Clorofilina

Tabela 1: Principais a
ANUNES, 1999

IANCHI;

Estudos em células sanguineas periféricas de adultos e idosos saudaveis demonstraram
em granuldcitos, componentes da primeira linha de defesa contra infecgdes bacterianas,
(WANG et al., 2014), um aumento de ERO a partir dos 40 anos ¢ de ERN a datar dos 50 anos.
Concomitantemente com este aumento, esses autores observaram uma diminui¢ao
significativa do poder antioxidante, sugerindo um desequilibrio celular metabolico no

envelhecimento (CHAVES et.al., 2000/1998).

As enzimas antioxidantes desempenham um importante papel no controle do EO. A
Catalase (CAT) e a Superdxido Dismutase (SOD) cooperam no controle de especificas
moléculas de ERO. Existem varias isoformas de SOD em diferentes compartimentos celulares
(TRACHOOTHAM et al., 2008). Enquanto a SOD reduz a concentracao de O," livres catalisando
sua dismutagdo para H.O,. A CAT, hemeproteina citoplasmatica, decompde H,O, em uma

reacdo de duas etapas. Sua atividade ¢ efetiva principalmente quando os niveis desse oxidante
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estdo elevados; sendo portanto indispensaveis em condi¢des de EO. (SEVARATNAM; ROBAIRE,
2016; ROBBINS et al., 2013 HAO et al., 2018).

Como defesa ndo-enzimdtica, pode-se citar o RSV (3,5 4"tri-hidroxi-trans-
estilbeno- Figura 7) pertence ao grupo dos polifenois. Tratase de uma fitoalexina
naturalmente sintetizada ou induzida em plantas (particularmente da pele da uva, cranberries,
blueberries, amendoins, amoras e vinho tinto), ¢ um agente antioxidante e anti-inflamatdrio
amplamente conhecido.Em células e organismos eucaridticos superiores, este composto exibe
uma gama notavel de atividades bioldgicas, tais como: as ja citadas, propriedades anti-
oxidantes e anti-inflamatorias, atua como agente anti-cancer, antienvelhecimento, e tem

propriedades cardio e neuro-protetoras (PATEL et al, 2011; BAUER et al., 2005; RASHTBARI et al.,
2017).

Figura 7: Estrutur

Recentemente, tem sido proposto que o RSV pode exercer efeitos neuroprotetores
através da ativagdo de Proteina quinase ativada por Monofosfato de Adenosina (AMPK) e
sirtuinas (SIRT’s) (Ver Figura 8 abaixo). AMPK tem emergido como um fator chave com a
capacidade de regular o metabolismo do corpo inteiro. Também, promove “turnover”
mitocondrial, promovendo a producdo de enrgia em niveis adequados com minimizag¢do da
geracdo de ERO pelas mesmas (CETRULLO er.al., 2015). J& as sirtuinas sao histonas diacetilases
NAD-dependentes, e estao envolvidas também com o estado metabolico da célula. Regulam o
metabolismo energético e a funcdo mitocondrial. A Sirtuina 1 (SIRT1) faz a mediacdo de
diferentes respostas ao estresse, em particular, inflamacao que € uma causa muito importante

do envelhecimento e doengas neurodegenerativas (NAKAGAWA; GUARENTE, 2011; JESKO et al. ,
2017).
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Uma questdo importante na biologia ¢ se, podem ser concebidas intervencdes que
melhorem a saude em conjunto com o aumento da expectativa de vida restante em pessoas
idosas? A disfungao fisica e a incapacidade de responder ao estresse se tornam cada vez mais
prevalentes no final da vida, com até 45% das pessoas com mais de 85 anos sendo
consideradas frageis. Essa estd associada a diminui¢do da mobilidade e aumento da carga de
doengas cronicas, perda de independéncia, internagdes em lares de idosos, hospitalizacdes e
conseqiiente mortalidade. A patogénese celular desses disturbios fisicos relacionados ao
envelhecimento ainda nao foram totalmente elucidados, e atualmente, ndo ha intervengdes
baseadas em mecanismos direcionados a causa raiz para melhorar essa incapacidade em

idosos, que estejam disponiveis para aplicagdo clinica (XU et al,, 2018).

Diante dessa realizada acima elucidada, verificamos que o EO vem tomando um
papel decisivo no processo de envelhecimento e consequentemente, no surgimento de doencas
neurodegenerativas incapacitantes. Sendo assim, torna-se importante estudar quais seriam os
mecanismos envolvidos na atuacdo de moléculas potencialmente importantes no controle
desse desequilibrio existente entre: geracdo de moléculas oxidantes e capacidade antioxidante

intrinseca; como ¢ o caso do RSV.

Objetivos

3 Objetivos
14
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3.1 Objetivo Geral

Verificar o possivel efeito Neuroprotetor e/ou Modulador do RSV, em células da linhagem
N2-A previamente ou tardiamente inseridas em um “ambiente de estresse oxidativo” (AEO),

causado pela exposi¢ao ao H,O,.

3.2 Objetivos Especificos:

= Todos os ensaios foram realizados sob duas formas distintas de estimulo sobre as

células N-2A pelo RSV:

1) Células N2-A pré-estimuladas com RSV e posteriormente sujeitas ao

estimulo estressor (H>O,) e também,

2) Células N2-A pos-estimuladas com RSV apos exposi¢ao a um AEQO.

3.2.1- Avaliaciao dos Compartimentos Oxidativos e Redutores em Células N2-A

o Quantificar a produgdo de ERO, por ensaio de Quimioluminescéncia

dependente de luminol, em Células N2-A;

o Qualificar a produgdo de ERO, de forma complementar e ilustrativa através do
“LIVE Green Reactive Oxygen Species Detection Kit” com auxilio de

microscopio de fluorescéncia Olympus 1X70, em Células N2-A;

o Avaliar a Capacidade Redutora Celular por ensaio de MTT [Brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2, 5-difeniltetrazolio], em Células N2-A;

o Mensurar a Producao de NO por Reagdo de Griess, em Células N2-A;
o Quantificar a produ¢do de ONOO" de acordo com a técnica de Hughes &
Nicklin's,em Células N2-A;
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3.2.2- Avaliacio da atividade da enzima catalase em células N2-A

o Quantificar a atividade da CAT por kit especifico, em Células N2-A.

3.2.3- Avaliacao da atividade da enzima Superoxido dismutase em células N2-A
o Quantificar a atividade da SOD por kit especifico, em Células N2-A.
3.2.5- Avaliacao da Vias de Sinaliza¢ao na liberacao de ERO por Células N2-A
o Avaliar a produ¢do de ERO por ensaio de Quimioluminescéncia dependente de
luminol, na auséncia ou presenga de inibidor da via de sinalizagdao celular:
Dorsomorphin (Compound C): Inibidor de AMPk e Ex527(6-Cloro-2,3,4,9-
tetra-hidro-1H-Carbazol-1-carboxamida): Inibidor especifico da SIRT1;em
Células N2-A.
3.2.4- Verificaciao da Liberacio de Interleucinas por células N2-A
o Dosagem de IL-10, IL-6 e TNF-a,através de kits comerciais, em células N2-A.

3.2.6- Avaliacio da Viabilidade Celular através de Resazurin em Células N2-A

o Avaliar a viabilidade celular por ensaio de corante de Resazurin, em células

N2-A.

Metodologia

4 Metodologia
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4.1 Equipamentos

Autoclave vertical (PHOENIX), Banho-Maria a 37°C (HEMOQUIMICA), Caimara de
Neubauer espelhada (OPTIK LABOR), Centrifuga (LS3PLUS-CELM), Estufa (SHEL LAB), Leitor de
Microplacas (THERMO PLATE), Microscopio bioldgico binocular (QUIMIS), Microscopio

invertido (MOTIC AE21), Microscépio de Fluorescéncia (OLYMPUS 1X70-SOFTWARE IMAGE PRO
PLUS).

4.2 Reagentes

Resveratrol, Acido Fosforico 85%, Azul de Trypan, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM), Dimetilsulfoxido (DMSO), Hidroxido de sdédio Luminol (5-amino-2,3-dihydro-
1,4phthalozinedione), MTT 3-(4,5 dimethyazol-2yi)-2,5 diphenyltetrazolium bromide),
Naftiletilenodiamida, Resazurin sodium salt, Sulfanilamida e Tripsina foram obtidos pela
Sigma Aldrich (St Louis,MO). Acido Cloridrico, Cloreto de sodio, Cloreto de Potassio, Fosfato
de sddio bifasico anidro, Fosfato de potassio monobdsico anidro, Nitrito de sodio e Perdxido
de Hidrogénio P.A. (H,0,) foram obtidos da LabSynth (Sdo Paulo, BR). In solution™ AMPk
Inhibitor, Compound C/Dorsomorphin foi obtido pela Calbiochem (Darmstadt, Germany).
Finalmente, SIRT1 Inhibitor, EX527 foi obtido pela Tocris Bioscience (MN, USA).

4.3 Kits Comerciais

Image-iT ™ LIVE Green Reactive Oxygen Species Detection Kit (I36007) pela
Molecular Probes invitrogen detection technologies, Human IL-10 Uncoated ELISA, Human
IL-6 Uncoated ELISA e Human TNF-alpha Uncoated ELISA pela Invitrogen by Thermo
Fisher Scientific. Por fim, EnzyChromTM Catalase Assay Kit (ECAT-100) Quantitative
Colorimetric/Fluorimetric Catalase Determination e EnzyChromTM Superoxide Dismutase

Assay Kit (ESOD-100) Determination of SOD activity pela BioAssay Systems.

4.4 Preparo das solucoes

SOLUCAO DE H,0; 21%v/v
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Para solugdo estoque, 6 mL de H,O, 35%v/v foi diluido para um volume final de 10
mL com &agua MILLI-Q. Posteriormente o conteido foi homogeneizado e filtrado em

membrana de porosidade de 0,22 microns, e colocado em recipiente estéril.

SOLUCAO DE RSV 78.94 uM

Para solugao estoque, o contetido do frasco (100mg) foi diluido em 10 mL de DMSO.
Esta solugdo (43810uM) foi estocada refrigerada. Para uso, faz-se uma solu¢do com volume
de 10 mL: pipeta-se 18uL do estoque (43810uM) e adiciona-se 9982 mL de PBS. Esta
solugdo estd a 78.94uM que ¢ também, filtrada em membrana de porosidade de 0,22 microns,

e colocada em recipiente estéril.

SOLUCAO TAMPAO FOSFATO SALINA SEM CALCIO E SEM MAGNESIO (PBS)

Para o preparo de PBS, foram misturados os seguintes sais: Na,HPO, (1,15g), KH,PO,
(0,20g), NaCl (8,0g), KC1 (0,20g), sendo o volume final completado para 1 litro com agua
MILLI-Q. O potencial hidrogenionico (pH) da solugdo (7,3) foi acertado utilizando-se HCI
IN ou NaOH IN. A solugdo final foi autoclavada a 121°C por 20 minutos.

SOLUCAO DE AZUL DE TRYPAN

Fez-se a diluigdo de 0,1g do corante Azul de Trypan em 100 mL de solu¢dao de PBS
(0,1% em PBS).

MEIO DE CULTURA DMEM

Um frasco de DMEM foi diluido em 900 mL de agua destilada. Em seguida foram
adicionados 2,0g de bicarbonato de sodio e solugdo antibidtica / antimicdtica. O pH foi
ajustado para a faixa de 7,3 — 7,4, utilizando-se NaOH 0,5N. O volume final da solucao foi
ajustado para 1000 mL. Em seguida a solugdo foi filtrada em membrana de porosidade de

0,22 microns, e colocada em recipiente estéril.

SOLUCAO PADRAO DE NITRITO
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Para o preparo da solu¢do 6,9 mg de Nitirito de sédio (NaNo,) foi dissolvido em 10

mL de PBS; com a obten¢do de uma solugao padrao a 10 mM.

SOLUCAO DE SUFANILAMIDA 1%

Para o preparo da solugdo, 1,0g de Sulfanilamida foi dissolvido em 100 mL de Acido

Fosforico 2,5%. O contetido foi homogeneizado e protegido da luz.
SOLUCAO DE NAFTILENODIAMIDA 0,1%

Para o preparo da solugdo, 0,1g de Naftilenodiamida foi dissolvido em 100 mL de

Acido Fosférico 2,5%. O contetdo foi homogeneizado e protegido da luz.

SOLUCAO DE GRIESS

Esta solugdo foi preparada a partir da mistura em proporgdes iguais da Sulfanilamida
1% com Nafitiletilenodiamida 0,1%. Essa solucao ¢ feita no momento da dosagem de nitrito,

no Teste de producao de NO.

SOLUCAO DE LUMINOL

Luminol: 1,77 mg, DMSO: 1,00 mL. Esta solu¢do (10”M) foi estocada sem contato

com a luz. Para uso, diluia-se 100 vezes (1:100) a solucdo estoque em solugado salina de PBS.

MTT

A solu¢ao de MTT foi preparada com 5 mg de MTT para 1 mL de PBS a pH 7,3 ¢

estocada em recipiente fechado, vedado de luz e ar sob refrigeragado até 8° C.

SOLUCAO DE TRIPSINA 0,20% E EDTA 0,02%

A Tripsina 1:250 (2,0g) foi dissolvida em aproximadamente 800 mL de PBS sob

agitacdo constante e apds 2 horas de agitacio o EDTA foi adicionado (0,20g) e volume
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completado para 1 litro com solu¢do de PBS. O pH da solucdo foi acertado para 7,4 - 7,5
utilizando-se HC1 1N ou NaOH 1N e a solugdo filtrada em membrana de porosidade de 0,22

millipore e conservada sob congelamento.

SOLUCAO DE RESAZURIN

Ao frasco de resazurin foi adicionado 10 mL de H,O MilliQ . Dessa forma, temos uma
solucao estoque a uma concentracao de 597200uM. Foi pipetado 0.7uL dessa e diluido em
9999.3 uL de H,O MilliQ; para a solugdo de trabalho a 40 uM; estocada em recipiente

fechado, vedado de luz e ar sob refrigeracdo até 8° C .

4.5 Cultivo celular da Linhagem N-2A

A linhagem celular N2-A (ATCC CCL131) foi adquirida do Banco de Células do
Rio de Janeiro. Para o cultivo, as mesmas foram colocadas em frascos estéreis de
crescimento com 75cm” contendo o meio de cultura DMEM enriquecido com 25 mM de
hepes. Ao meio de cultura previamente preparado foram adicionados 10%v/v de soro fetal
bovino (SFB). As garrafas foram incubadas em estufa a 37°C. O meio foi substituido a
cada dois ou trés dias, de acordo com a confluéncia da monocamada celular, que era
diariamente observada em microscopio invertido. Os subcultivos eram realizados quando
as células apresentavam 100% de confluéncia para a manuten¢do da linhagem. As células
eram utilizadas para os ensaios quando a confluéncia atingia em torno de 80%, assim o
meio era aspirado ¢ a monocamada lavada com PBS. Apos a lavagem para o descolamento
da monocamada utilizou-se 4 mL de solu¢do de Tripsina e EDTA (0,20% e 0,02%
respectivamente). Posteriormente, as células foram retiradas do frasco, colocadas em
tubos Falcon estéreis, completando- se o volume para 10mL com meio DMEM. O tubo
contendo as células foram centrifigados e apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e o pellet de células foi ressuspenso em 1 mL de meio DMEM. Em seguida, foi
realizada a contagem das células com Azul de Trypan 0,3% em Camara de Neubauer.
Para manter as células em estoque, periodicamente foi realizado um congelamento. As
células (1,0x10° células/mL) foram armazenadas em criotubos de 2 mL contendo 950uL
de SFB e 50uL de DMSO. Estes criotubos foram identificados e armazenados no freezer a
-80°C por 24 horas. Apods este tempo os criotubos foram transferidos para nitrogénio

liquido. Para o descongelamento, retirou-se o criotubo do nitrogénio liquido e transferiu-
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se todo o conteudo do criotubo para uma garrafa de 75 cm?, contendo meio de cultura

suplementado com 10% de SFB.

4.6 Ensaio para Definicao da concentracio de H,O, utilizada no estudo

Na tentativa de mimetizar um “ambiente de estresse oxidativo” (AEO) em células N2-
A, repetimos os procedimentos descritos por Chang Chi-I e cols. 2014 que estimularam
tais células com H,O, 700uM por 7 horas. Porém, ndo obtivemos sucesso ja que as células
ndo se mantiveram viaveis. O mesmo ocorreu quando simulamos o estimulo com H,0,
300uM por 24 horas, usado no estudo de Tanaka Ken-ichi e cols. 2000 (TANAKA et al.,
2000). Dentro desse contexto fizemos uma Curva Dose-Resposta de H,O, pelo Teste de
Viabilidade por Resazurina. As N2-A foram estimuladas com concentragdes crescentes de
H,0,: H,0; 2.6%v/v; H,O, 5.25%v/v H,O, 10,5%v/v; H.O, 21%v/v; HyO, 31,5%vV/v;
H,0, 35%v/v, por 20 minutos a 37°C e umidade. O ensaio de Resazurina ¢ descrito no
item 4.9. Foi realizado teste de quimioluminescéncia (item 4.10) para as concentragdes

que apresentaram viabilidade celular dentro dos parametros aceitaveis.

4.7 Ensaio para Definicao da concentracio de RSV utilizada no estudo

Para escolha da concentragdo do RSV a ser usada em Células da linhagem N2-A
fizemos uma Curva Dose-Resposta através do teste de Viabilidade por Resazurina, com
concentracdes distintas desse polifenol. As células foram estimuladas com concentragdes
crescentes de RSV a 0,63uM; 1,25uM; 2,5uM; S5uM; 10uM e 20uM, por 24 horas a 37°C

e umidade. O ensaio de Resazurina é descrito no item 4.9.

4.8 Tratamentos das células N2-A com RSV

Apds a confirmagdo de que o RSV na concentragdo avaliada ndo foi citotoxica para
células N2-A em 24 horas de incubagdo, foram realizados os tratamentos para as analises
subseqiientes. As células N2-A foram incubadas a 37°C e umidade de duas maneiras

distintas (Pré-estimulo e Pos-estimulo com RSV a 5 uM).

Pré-estimulo: as N2-A foram estimuladas com RSV SuM por 24 horas e

lavadas com Hanks antes de serem expostas ao H>O> 10.5%v/v por 20 minutos.
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Pos-estimulo: as N2-A foram expostas ao H>O, 10.5%v/v por 20 minutos,

lavadas com Hanks e estimuladas por RSV 5uM por 24 horas.

Subsequentemente, as células foram lavadas em solu¢do de Hanks e usadas nos

ensaios (Detalhes nas Tabela 2 ¢ Tabela 3 abaixo).

Tabela 2: Disposi¢ao dos grupos estimulados com H,O,; 60%v/v em Células N2-A
Tubos H,0,21%vV/v
Silconizados/Placas
de 96 ou 6 pogos
Controle(DMEM)

RSV 5 pM
H,0, 10.5%*v/v

RSV 5 uM + H0,

30%*v/v *
*100uL H,0, 21%v/v +100uL DMEM (estimulo de 20 minutos/37°C e umidade)-> concentracdo final: H,O,
10%.5v/v

Tabela 3: Disposicao dos grupos estimulados com RSV 78.94uM em Células N2-A
Tubos RSV 78.94uM
Silconizados/Placas de 96
ou 6 pocos
Controle (DMEM)

RSV 5§ pM **
H;0; 10.5%*v/v

RSV 5 uM **+ H,0,
30%*v/v
**13uL RSV 78.94uM +187uL DMEM (estimulo por 24 horas/37°C e umidade)—> concentracio final: RSV 5uM

4.9 Ensaio de Viabilidade Celular

A viabilidade celular ¢ avaliada em termos de capacidade metabolica das
células em converter o indicador redox ndo fluorescente, resazurina, em um produto
altamente fluorescente, resorufin. A reducao celular da resazurina ocorre por meio de
enzimas metabolicas localizadas nas mitocOndrias, no citosol e nas fragoes
microssomais (STEINER ez.al., 2016). Para a realizagdo do procedimento experimental, as
células foram colocadas em placas de cultura celular de 96 pogos na concentragdo de
5x10° células em cada pogo em presenca de meio DMEM e 10% de SFB, perfazendo
um volume final de 200uL. As placas foram entdo incubadas em estufa umidificada a
37°C e umidade por 24 horas para a aderéncia das células e formagdo da monocamada
celular. Decorrido este tempo, o sobrenadante foi retirado, e procedeu-se com os 2
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diferentes tipos de tratamentos nas células N2-A (item 4.8) As placas foram entdo
incubadas novamente em estufa umidificada a 37°C e umidade por 24 horas.
Decorrido o tempo de incubagdo, o sobrenadante foi retirado e os pocos lavados com
PBS. Foi adicionado 100 pL/poco de uma solugdo contendo 0.125mg/L de resazurina
em DMEM e incubadas por 3 h a 37°C. A absorbancia foi lida a 570 nm. O calculo
utilizado para avaliar a porcentagem de viabilidade celular foi: absorbancia das células
tratadas/absorbancia do controle (células nao-tratadas) x100. Ao controle atribuiu-se
100% de viabilidade (0% de citotoxicidade). Um composto ¢ considerado citotdxico
quando a viabilidade celular ¢ menor ou igual a 70%. Sendo assim, os resultados

obtidos no teste de resazurina foram comparados.

citotdico 70% | raocitotivice

L u .
0% Viabilidade celular 1005

4.10 Ensaio de Quimioluminescéncia

Esta técnica baseia-se na reacdo entre luminol (35-amino-2,3-dihidro-1,4
phtthalozinedione) e as espécies reativas geradas na auséncia ou presenga das
diferentes concentragdes das substancias, individualmente. As células produzem uma
luminosidade natural definida como quimioluminescéncia nativa ou natural. Contudo,
esta luminosidade pode ser amplificada, usando-se reagentes quimicos que, ao
reagirem com as ERO produzidas, passam a emitir a luminescéncia amplificada,

conforme a reagdo abaixo (Figura 9):
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al., 1998.
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4.10.1 Quimioluminescéncia em Células N2-A

Um total 5x10° células N2-A receberam 2 tipos de tratamentos diferentes com
RSV 5uM (Pré e Poés- estimulo), como descrito no item 4.8 (Vide Tabela 2 e Tabela
3). Em tubos especificos para Lumindmetro, foram, entdo, colocados os 100uL de
células, 10pL de luminol 10*M e PBS para completar o volume final de 700uL. Cada
tubo foi colocado no Lumindémetro e a leitura foi realizada em corridas de 15 minutos.
Apds o tempo decorrido, retirava-se o tubo e a fita de papel com os valores de
Unidades Relativas de Luz/minuto. (RLU/min.) colocando novo tubo para leitura. O
processo foi repetido para todos os tubos. Foi feita, entdo, a média dos minutos de

cada tubo, excluindo os 5 primeiros minutos.

4.10.2 Quimioluminescéncia com inibidores da via de SIRT1 (EX527) e de AMPk
(Dorsomorphin) em Células N2-A

Um total 5x10° células N2-A receberam 2 tipos de tratamentos diferentes com
RSV 5uM (Pré e Pos- estimulo), como descrito no item 4.8 (Vide Tabela 2 e Tabela 3).
Em tubos especificos para Lumindmetro, foram, entdo, colocados os 100uL de células,
10uL de luminol 10*M, 100uL de EX527 a 10uM 10 ou Dorsomorphin a 20 puM e
PBS para completar o volume final de 700uL. Cada tubo foi colocado no
Lumindmetro e a leitura foi realizada em corridas de 15 minutos. Apds o tempo
decorrido, retirava-se o tubo ¢ a fita de papel com os valores de RLU/min., colocando
novo tubo para leitura. O processo foi repetido para todos os tubos. Foi feita, entdo, a

média dos minutos de cada tubo, excluindo os 5 primeiros minutos.

4.11 Analise Qualitativa de ERO por Microscopia de Fluorescéncia

Para avaliagdo da producdo de ERO em células da linhagem N-2A foi utilizado
o Kit Image-iT™ LIVE Green Reactive Oxygen Species (Invitrogen®) que permite a
deteccao de ERO intracelular por microscopia de fluorescéncia. A técnica utiliza um
marcador fluorogénico ndo fluorescente (5-ou-6)-carboxi-2',7', diclorodihidro
fluoresceina diacetate (carboxi-H.DCFDA), que quando quebrado por esterases
intracelulares nao especificas, gera a molécula carboxy-DCFH que reage com as ERO

tornando-se fluorescente. Os ensaios foram feitos apos o descolamento das células nas
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garrafas com solucdo de tripsina/EDTA. O delineamento experimental foi realizado
conforme ilustrado na Figura 10. Para tal, as células (5x10°/ensaio) foram
ressuspensas em meio DMEM e plaqueadas em placas de 6 pogos. As mesmas foram
tratadas similarmente (como descrito no item 4.8*). De acordo com o tratamento das
amostras, estas foram incubadas com o marcador carboxi-H.DCFDA (10uM) para
avaliar a producao de ERO. Estas amostras foram incubadas a 37°C e umidade durante
30 minutos, sob o abrigo de luz. Apoés a incubagdo, as células foram lavadas duas
vezes em solucdo de PBS (pH 7.4). As imagens de fluorescéncia foram obtidas para
ilustrar a producdo de ERO em células da linhagem N2-A; utilizando microscopio

(OLYMPUS IX70-SOFTWARE IMAGE PRO PLUS).

f Pré-estimulo \
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=00 JRCOFTRA LEitura
l I |
| 30 min. 130 min |
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n"arn'a.-m-r'-.ni’.l’_.]']'l"l’-']'? i I LEitura
| 30 min. 130 min |
T 1
Lavagem Lavagem 2x PBS

\ PRQ

Figura 10: Delineamento experimental dos 2 diferentes Tratamentos: Pré-estimulo e Pés-estimulo
com RSV 5uM.

*Quantidade de células usada: 5x10°. Volume: 2mL. Placa usada para o plaqueamento das células: 6
pogos; para otimizar a visualizagdo das células N2-A no microscopio de fluoresncéncia.

4.12 Ensaio de MTT em Células N2-A

O teste MTT constitui-se em um modelo para avaliar a capacidade redutora
celular, de forma rapida e objetiva, com base em uma rea¢do colorimétrica. A
mitocondria € uma organela de extrema importancia neste estudo, pois ¢ a maior fonte
de origem de ERO através da cadeia transportadora de elétrons, e o MTT ird reagir

com enzimas indicando assim a atividade da cadeia transportadora de elétrons e,
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conseqiientemente, a viabilidade da célula. O MTT, quando incubado com células
vivas, tem seu substrato quebrado por enzimas mitocondriais denominadas succinato-
desidrogenases, transformando um composto amarelo em um composto violeta
(Formazan). Assim, quanto mais escura a colora¢do, ao final da reagdo, maior ¢
viabilidade celular e a atividade da cadeia respiratoria (MOSMANN, 1983). As células
foram colocadas em placas de cultura celular de 96 pogos na concentra¢do de 5x10°
células/pogo, e um volume final de 200uL de células e DMEM e 10% de SFB. Foram
incubadas em estufa umidificada a 37°C por 24 horas para aderéncia. Apos essas 24
horas, as N2-A receberam 2 diferentes tipos de tratamentos (como especificado no
item 4.8). Ap6s esse tempo, o sobrenadante foi retirado e os pogos lavados com PBS.
Acrescentou-se 190pL. de DMEM e 10puL da solucdo de MTT aos pogos e a placa foi
colocada mais uma vez em estufa a 37°C por 1 hora. Em seguida, retirou-se o
sobrenadante e adicionou-se 100uL de DMSO homogeneizando para dissolug¢do dos
cristais de formazan gerados. A absorbancia foi lida a 570nm no leitor de microplacas.
O célculo utilizado para avaliar a porcentagem da capacidade redutora celular foi:
absorbancia das células tratadas/ absorbancia do controle (células nao-tratadas) x 100.
Foi realizado um controle com DMSO para cada tempo analisado para avaliar a
viabilidade das células expostas somente a este composto e nao foi observada

nenhuma diferenca significativa (resultados ndo mostrados).

4.13 Producao de NO pela “Reacdo de Griess” em Células N2-A

Foi avaliada a quantificagdo de nitrito segundo reagao de Griess (GRIESS, 1864)
para observar a producdo de NO por Células N2-A no qual segue o seguinte protocolo:
As células foram colocadas em placas de cultura celular de 96 pogos na concentragdo
de 5x10° células para cada pogo, € um volume final de 200uL de células e meio de
cultura DMEM+SFB. Foram incubadas em estufa a 37°C por 24 horas para aderéncia.
Apbs estas 24 horas receberam os tratamentos com RSV (vide item 4.8).
Posteriormente, o sobrenadante foi coletado e utilizado para dosagem do nitrito. O
pellet foi resuspenso em 200ul de DMEM pH 7,4 e imediatamente, submetido a
analise de viabilidade celular. Para dosagem do nitrito, foi utilizado 100ul de
sobrenadante, que foram dispostos em placas de 96 pocos. Aos sobrenadantes, foram
adicionados 100ul de solugdo de Griess, que ¢ formada de sulfanilamina 1% em 2,5%

de acido fosforico e nafitilenodiamina 0,1% em 25% de 4cido fosfoérico, na proporg¢ado
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1:1. O contetdo da placa foi analisado por leitor de microplacas, no comprimento de
onda 540nm. A concentragdo de nitrito foi calculada por regressao linear, utilizando a
curva padrdo obtida a partir de uma solucdo de nitrito de s6dio 1 mM e meio de

cultura DMEM.

4.14 Producao de ONOO em Células N-2A

A quantificagdo de ONOO" foi avaliada de acordo com a técnica de Hughes &
Nicklin, 1996. Para observar a producao desse oxidante por N2-A usando o seguinte
protocolo: as células foram plaqueadas em placas de cultura de 6 pogos a 5x10° células
perfazendo um volume final de 2 ml de meio de cultura DMEM+SFB. Incubadas em
estufa imida a 37 °C e umidade por 24 horas. Apds esse tempo, o sobrenadante foi
removido e exposto aos tratamentos descritos similarmente no item 4.8*. A placa foi
novamente incubada a 37°C e umidade por 16 horas. Apos este periodo de incubagao,
o sobrenadante foi descartado e 2 mL de H,O MilliQ foram adicionados aos pellets de
células e agitados em vortex por 1 minuto. Tal contetido foi medido e quantificado em

um espectrometro de placa no comprimento de onda de 302 nm.

*Quantidade de células usada: 5x10°. Volume: 2mL. Placa usada para o plaqueamento das células: 6
pogos; para otimizar a visualizagdo das células N2-A no microscopio de fluoresncéncia.

4.15 Avaliacao da atividade da CAT em Células N2-A

As células foram transferidas para placas de cultura celular de 96 pogos na
concentragdo de 5x10° células para cada pogo, e um volume final de 200 uL de células
e meio de cultura DMEM (acrescido de 10% de SFB e enriquecido com hepes). Foram
incubadas em estufa umidificada a 37°C por 24 horas para aderéncia. Apds essas 24
horas, o sobrenadante foi retirado e procedemos com os tratamentos como
especificado no item 4.8. Ap6s os mesmos, o sobrenadante foi coletado e procedeu-se
com os procedimentos descritos no Kit especifico usado para a dosagem da atividade
da catalase.

EnzyChrom™ Catalase Assay Kit (ECAT-100) — Bioassay systems:

Os célculos foram realizados através da analise do slope da curva e regressao linear.

4.16 Avaliacao da atividade da SOD em Células N2-A
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As células foram colocadas em placas de cultura celular de 96 pogos na
concentragdo de 5x10° células para cada pogo, € um volume final de 200 uL de células
e meio de cultura DMEM (acrescido de 10% de SFB e enriquecido com hepes). Foram
incubadas em estufa umidificada a 37°C por 24 horas para aderéncia. Apés essas 24
horas, o sobrenadante foi retirado e procedemos com os tratamentos como
especificado no item 4.8. Apos os mesmos, o sobrenadante foi coletado e procedeu-se
com os procedimentos descritos no Kit especifico usado para a dosagem da atividade
da superoxido dismutase.

EnzyChrom™ Superoxide dismutase Assay Kit (ESOD-100) — Bioassay systems

Os célculos foram realizados através da analise do slope da curva e regressdo linear.

4.17 Avaliacio da atividade de IL-10 em Células N2-A

As células foram colocadas em placas de cultura celular de 96 pogos na concentragdo
de 5x10° células para cada pogo, € um volume final de 200 pL de células e meio de
cultura. DMEM (acrescido de 10% de SFB e enriquecido com hepes). Foram
incubadas em estufa umidificada a 37°C por 24 horas para aderéncia. Apos essas 24
horas, o sobrenadante foi retirado e procedemos com os tratamentos como
especificado no item 4.8. Ap6s os mesmos, o sobrenadante foi coletado e procedeu-se
com os procedimentos descritos no Kit especifico usado para a dosagem da atividade
de IL-10.

Human IL.-10 Uncoated ELISA- Thermo Fisher Scientific

As amostras foram lidas a 450nm e 570 nm. Os célculos foram realizados através da

analise do slope da curva e regressao linear.

4.18 Avaliacao da atividade de IL-6 em Células N2-A

As células foram colocadas em placas de cultura celular de 96 pogos na
concentra¢do de 5x10° células para cada pogo, e um volume final de 200 uL de células
e meio de cultura DMEM (acrescido de 10% de SFB e enriquecido com hepes). Foram
incubadas em estufa umidificada a 37°C por 24 horas para aderéncia. Apos essas 24

horas, o sobrenadante foi retirado e procedemos com os tratamentos como
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especificado no item 4.8. Ap6s os mesmos, o sobrenadante foi coletado e procedeu-se
com os procedimentos descritos no Kit especifico usado para a dosagem da atividade
de IL-6.

Human IL.-6 Uncoated ELISA- Thermo Fisher Scientific

As amostras foram lidas a 450nm e 570 nm. Os célculos foram realizados através da

analise do slope da curva e regressao linear.

4.19 Avaliacao da atividade de TNF-a em Células N2-A

As células foram colocadas em placas de cultura celular de 96 pogos na
concentragdo de 5x10° células para cada pogo, € um volume final de 200 uL de células
e meio de cultura DMEM (acrescido de 10% de SFB e enriquecido com hepes). Foram
incubadas em estufa umidificada a 37°C por 24 horas para aderéncia. Apos essas 24
horas, o sobrenadante foi retirado e procedemos com os tratamentos como
especificado no item 4.8. Apos os mesmos, o sobrenadante foi coletado e procedeu-se
com os procedimentos descritos no Kit especifico usado para a dosagem da atividade
de TNF-q.

Human TNF-a Uncoated ELISA- Thermo Fisher Scientific
As amostras foram lidas a 450nm e 570 nm. Os célculos foram realizados através da

analise do slope da curva e regressao linear.

4.20 Analise estatistica

Os resultados foram expressos em média £ erro padrao. Todos os dados foram

analisados pelo teste de normalidade Kolmogorov—Smirnov. Foi utilizada a andlise de

variancia univariada (ANOVA one-way) seguida pelo teste de Dunnett ou Bonferroni, quando

as amostras apresentavam distribuicdo normal, e o teste de Dunns quando ndo seguiam a

distribuicdo normal. Diferengas foram consideradas significantes para p < 0,05. Todas as

andlises foram realizadas utilizado o software GraphPad Prism versao 5.0 para Windows (San

Diego, California, USA).
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Resultados

5 Resultados

51 PADRONIZACAO ATRAVES DE CURVA CONCENTRACAO-RESPOSTA DA
CONCENTRACAO DE H,0, UTILIZADA EM CELULAS N2-A

O tratamento com H»0O, é usado com a finalidade de causar EO em células em

cultura, prejudicando a sua proliferacdo. Esse oxidante interage com metais no meio,

produzindo radicais hidroxila que induzem neurotoxicidade. (CHANG-CHI et al, 2014; MIRA
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et.al, 2015). As N2-A foram estimuladas com concentragdes crescentes de H,O,. Obtivemos a

partir dessa diluicao do H>O, os resultados apresentados na Figura 11.
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Tigura 11 Curva Concentracao-Resposta de H,0; e Celulas N2-A.  As celulas N2-A foram estmuladas
por concentragdes crescentes de H,O, por 20 minutos (0.0%; 2.6% v/v ; 5.2% v/v; 10.5%v/v; 21%v/v; 31.5%v/v;
35%v/v;) e a viabilidade das mesmas foi testada através do teste de Resazurina, que para ser considerado viavel
deve apresentar pelo menos 70% de células vivas.Os ensaios foram realizados em sextuplicata para cada
concentragao.

Pela andlise da Figura 11 acima, torna-se claro que a partir da concentragdo de H,O,
21%v/v e as subsequentes, as células N2-A ndo se mantiveram dentro do limite aceitavel de

viabilidade para procedéncia de ensaios celulares.

5.1.1AVALIACAO POR QUIMIOLUMINESCENCIA DA PRODUCAO DE ERO
INDUZIDA POR H,0, EM CELULAS DA LINHAGEM N2-A

As células N2-A foram estimuladas com as trés concentragoes de H,O, nas

quais as mesmas se mantiveram vidveis, e, posteriomente, expostas ao ensaio de
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quimioluminescéncia dependente de luminol; para avaliagdo da producdo de ERO.

Obtivemos assim os resultados apresentados na Figura 12.

400+ g
i
300 -
®
- 4
= 200
(14
1004
n.s n.s
o1 I : : '
& & & &
DMEM+DMSO + + + +
7.5% viv H,0, : + : :
15% viv H,0, g s " :
30% viv H,0, i : : +
F gura l!: KVallacaO aa proau(;ao ae ER!’ lnauZIHa pelO "2“2. K gC€ragcdo ae HRB !01 cXpressa em

RLU/min durante 15 minutos; *** = p< 0,0001; = resultado significativo pela analise de ANOVA
seguido pelo teste de Dunn’s.

Os resultados ilustrados pelas Figura 11 e Figura 12 corroboram a escolha de H,O,
10.5% v/v como dose de estimulo para as células N2-A, ja que aumenta a produgdo de ERO;

mimetizando dessa forma um AEOQ, e as células permaneceram viaveis (80.12%).

52 PADRONIZACAO ATRAVES DE CURVA CONCENTRACAO-RESPOSTA DA
CONCENTRACAO DE RSV UTILIZADA EM CELULAS N2-A

As N2-A foram estimuladas com concentra¢des crescentes de RSV. Os resultados

encontrados estdo expostos na Figura 13.
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Figura 13: Curva Concentracio-Resposta de RSV em Células N2-A. As células N2-A foram
estimuladas por concentragdes crescentes de RSV (0,63uM; 1,25uM; 2,5uM; 5uM; 10uM e 20uM ) e a
absorvancia, a fim de se verificar o estimulo do RSV nas células foi medida por mudanga da itensidade
da coloragdo a 570 nm em Leitor de microplacas através do Teste de Resazurin. A concentragdo
escolhida foi SuM que apresentou maior viabildade celular. Os ensaios foram realizados em 10
repetigdes para cada concentragdo.

Pelos resultados ilustrados na Figura 13 acima, percebemos que a concentra¢do do

RSV na qual encontramos o melhor indice de viabilidade celular, foi a de SpM. Sendo esta, a

concentracao de escolha para os ensaios desenvolvidos nas células N2-A.

5.3 VIABILIDADE DAS CELULAS N2-A EXPOSTAS AO RSV 5uM COMO: PRE E POS-
ESTIMULO, E AO H;0, 10.5%v/v

A fim de mensurar a viabilidade das células N2-A frente aos estimulos padronizados:

RSV 5uM e H,0, 10.5%v/v, procedemos com o teste colorimétrico de Resazurina. Os

resultados obtidos sdo ilustrados na Figura 14 abaixo.
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Figura 14: Avaliacao da viabilidade das N2-A expostas ao Pré e Pés-estimulo com
RSV5uM e H,0,30%yvV/v. Painel A= Pré-estimulo Painel B= Pods-estimulo. A viabilidade celular foi
expressa em % de células vivas. Nao ha diferenca significativa entre os grupos. ANOVA teste, pos-teste de
Bonferroni’s Multiple Comparasion.

O teste de viabilidade celular pelo método colorimétrico de Resazurina provou que nas
duas situacdes: Pré-estimulo com RSV (Painel A) e Pés-estimulo com RSV (Painel B), as
N2-A mantiveram-se dentro dos parametros exigidos de viabilidade celular. Ou seja,

permaneceram em valores acima de 80% de células viaveis para todos os grupos avaliados.

5.4 AVALIACAO COMPARATIVA POR QUIMIOLUMINESCENCIA DEPENDENTE DE
LUMINOL DO EFEITO DO RSV COMO: PRE E POS-ESTIMULO NA PRODUCAO DE ERO
EM CELULAS N2-A INDUZIDA POR H,O0,

Diante da certificacao de que H,O, 10.5% v/v promove um AEO nas células N2-A
mantendo a viabilidade das mesmas, ¢ de que o RSV5uM seria nossa concentragdo de
escolha; estimulamos as células N2-A com o polifenol de 2 formas diferentes (Pré-estimulo e

Pos-estimulo). Seguem abaixo os resultados obtidos na Figura 15.
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Figura 15: Avaliacao comparativa do efeito do RSV na producao de ERO em N2-A
induzida por H.0;, Painel A= Pré-estimulo Painel B= Pos-estimulo. A geragdo de ERO foi expressa em

RLU/min. *p <0.01; ***p <0.0001significativo por ANOVA-Kruskal-Wallis teste, pos-teste de Dunn’s Multiple
Comparasion.

Quando as N2-A foram Pré-estimuladas com RSV S5pM, situacdo que pode ser
ilustrada pela observacdo do Painel A, percebemos que: quando essas células sdo expostas
isoladamente ao H,O,, ha um aumento de quase 25 vezes na producao de ERO em relagdo ao
grupo sem nenhum estimulo. Porém, o fomento precoce com o RSV 5 uM anteriormente a
exposicao ao H,O, fez com que essa geragdo de ERO diminuisse em mais de 6 vezes,
permanecendo ainda, 3 vezes acima da producao basal. Entretanto, quando as N2-A foram
primeiramente estimuladas com H,O,, ou seja, Pés-estimulo com RSV 5uM (Painel B),
percebemos que a exposi¢do tardia ao RSV nao foi capaz de diminuir a producdo aumentada

de ERO causada pelo oxidante em questao.

55 AVALIACAO COMPARATIVA QUALITATIVA POR MICROSCOPIA DE
FLUORESCENCIA DO EFEITO DO RSV COMO: PRE E POS-ESTIMULO NA PRODUCAO
DE ROS EM CELULAS N2-A INDUZIDA POR H,0,
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Com o intuito de qualificar e visualizar a producdo de ERO pelas N2-A estimulamos
as células sob condigdes de: Pré e Pos-estimulo com RSV. Os resultados estdo expostos nas

Figura 16 e Figura 17.
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Figura 16: Representacio qualitativa da producio de ERO em células N2-A Pré-estimuladas com RSV . As amostras
foram marcadas com Carboxi- H,DCFDA e visualizadas através de microscopia de fluorescéncia.

M
ER

RSV 5pM+H,0, 10.5%v/v H,0, 10.5%v/v -




LARA, R.C

H20>
FE T ."','ﬁ("

e

N2

AP

—

QR mzZ

Figura 17: Representacio qualitativa da producdo de ERO em células N2-A Pés-estimuladas com RSV. As
amostras foram marcadas com Carboxi- H.DCFDA ¢ visualizadas através de microscopia de fluorescéncia.

A analise das Figuras 16 e 17 ilustram os resultados da quimioluminescéncia
apresentados na Figura 15. O DAPI ¢ um fluorocromo para marcagdo nuclear do DNA celular.

O RSV foi capaz de diminuir a geracdo de ERO gerada por H,O,, no caso do Pré-estimulo
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com esse polifenol (Figura 16). O perfil de producdo de ERO no caso do Pos-estimulo ¢
praticamente o mesmo no grupo de N2-A estimuladas isoladamente com o H,O, e deste em

associacdo com RSV (Figura 17)

5.6 AVALIACAO COMPARATIVA PELO METODO DE GRIESS DO EFEITO DO RSV
COMO: PRE E POS-ESTIMULO NA PRODUCAO DE NO EM CELULAS N2-A INDUZIDA

POR H;0:

Com o proposito de quantificar a produ¢do de NO, outro importante componente do
estresse oxidativo/envelhecimento juntamente com as ROS, estimulamos as Células N2-A
novamente sob condigdes de: Pré e Pos-estimulo com RSV. Os resultados estdo expostos na

Figura 18.

30+ 301

20+ 204

NO(mM)
NO(mM)

DMEM+DMSO + * + + DMEM+DMSO + + + +
5.M RSV - + : + 5uM RSV = + - +
30% viv H,0, - - B * 30% Vv H,0, - - + .

Figura i§ fvallagao comparaflva aO eIEIEO aO Rgﬁ na proaugao ae ﬁﬁ em N2-A.

Painel A= Pré-estimulo Painel B= Poés-estimulo. A geracdio de NO foi expressa em mM.
***p<0.0001significativo por ANOVA teste, pos-teste de Bonferroni’s Multiple Comparasion.

Analisando o Painel A, Pré-estimulo com RSV SuM, ¢ o Painel B, Pés-estimulo com
RSV 5uM, percebe-se que nas duas situagdes, as células N2-A impelidas isoladamente com

RSV geram um aumento da quantidade de NO, se comparadas as mesmas N2-A sem nenhum
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estimulo. O mesmo perfil ¢ observado para ambas as ocasides, quando avaliamos que tanto o
Pré quanto o Pés-estimulo com RSV antecedente ou consecutivo a exposi¢ao ao H,O, foi
capaz de aumentar a producdo de NO comparada as N2-A em estado basal e também, em
confrontagdo ao fomento isolado com o oxidante. E importante perceber que a elevagdo de
NO quando as células sdo incitadas pelo RSV+H,0, em relagdo ao estado basal ¢ de 3.097
vezes no Pré-estimulo, e, de 1.57 vezes no Pos-estimulo. J4& em contraposi¢ao aquelas
expostas somente ao H,O,, o acréscimo ¢ de 3.21 vezes para o Pré-estimulo e de 5.06 vezes

no Pods-estimulo.

5.7 AVALIACAO COMPARATIVA DO EFEITO DO RSV COMO: PRE E POS-ESTIMULO
NA PRODUCAO DE ONOO" EM CELULAS N2-A INDUZIDA POR H,O0,

Com a finalidade de mensurar a produgao de ONOO', potente oxidante, incitamos as
Células N2-A mais uma vez sob condi¢oes de: Pré e Pos-estimulo com RSV. Os resultados

foram ilustrados na Figura 19.
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A.Painel A= Pré-estimulo Painel B= Pds-estimulo. A geracdo de ONOO" foi expressa em D.O.(Densidade
Optica). ***p<0.0001significativo por ANOVA teste, pos-teste de Bonferroni’s Multiple Comparasion.

Observando a Figura 19 acima, percebemos exatamente o mesmo delineamento de

resultados tanto para o Pré-estimulo, Painel A, quanto para o Pés-estimulo, Painel B. O

40



LARA, R.C

principal ¢ que as N2-A que receberam ambos os fomentos (RSV e H,0,) conseguiram
diminuir a producdo de ONOO™ que havia sido aumentada pela exposi¢ao ao H,O, quando
isolado. Entretanto, podemos também observar um maior grau de significancia da atuag¢do do

RSV sobre a formagao do H,O, na condig¢do de Pré-estimulo.

5.8 AVALIACAO COMPARATIVA DO EFEITO DO RSV COMO: PRE E POS-ESTIMULO
NA CAPACIDADE REDUTORA DAS CELULAS N2-A

Avaliamos a influéncia do RSV sobre a capacidade redutora celular, expondo as N2-A

sob condigdes de: Pré e Pos-estimulo com o RSVS5uM. Os resultados foram representados na

Figura 20.
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A. Painel A= Pré-estimulo Painel B= Pods-estimulo. A capacidade redutora celular foi expressa em %.
**p<0.001;***p<0.0001significativo por ANOVA-Kruskal-Wallis teste, pos-teste de Dunn’s Multiple
Comparasion.

Analisando a figura acima, observa-se que nos dois cenarios, Pré-estimulo (Painel
A) e Pés-estimulo (Painel B), o RSV, pré ou pos-incubado ao H,O,, foi capaz de aumentar a
capacidade redutora celular das N2-A, no ambito de mapeamento da atuagdo da NADPH, em
relagdo ao fomento isolado com o mesmo H,0O,. Esse acréscimo da vocagdo antioxidante
mencionado foi de 2.41 vezes na situacdo de Pré-estimulo, e de 1.90 vezes no caso do Pos-

estimulo. Observamos também, que apenas na condi¢cdo de Pré-estimulo, obtivemos o
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aumento da capacidade redutora celular das N2-A quando estimuladas isoladamente pelo

RSV. (Painel A).

5.9 AVALIACAO COMPARATIVA DO EFEITO DO RSV COMO: PRE E POS-ESTIMULO
SOBRE A ATIVIDADE DA CAT EM CELULAS N2-A

Para avaliar a interferéncia do RSV sobre a atividade da CAT em N2-A, estimulamo-

las sobre a forma de: Pré e Pos-estimulo com o RSV5uM. Os resultados foram expressos na

Figura 21.
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Figura 21: ﬁvallagao comparaflva do efeito do RSV na atividade da CAT em N2-A.

Painel A= Pré-estimulo Painel B= Poés-estimulo. A atividade foi medida em U/L (Unidade de massa
atdmica/litro). *p<0.01***p<0.0001significativo por ANOVA teste, pos-teste de Bonferroni’s Multiple
Comparasion.

Os resultados expressos na Figura 21 acima demonstram que, a atividade da CAT foi
aumentada quando as células N2-A foram estimuladas separadamente por H,O, tanto no Pré-
estimulo (Painel A), quanto no Pés-estimulo (Painel B); confirmando que as mesmas
realmente se encontravam acometidas pelos efeitos do EO. Quando tais células foram
incitadas também pelo RSV antecedente ou consecutivo ao H,0O,, esse polifenol ndo
conseguiu ativar a CAT além do estimulo que havia sido causada pelo oxidante no ambito do

Pré-estimulo, e ainda, a quantificacao da enzima diminuiu no Pds-estimulo.
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5.10 AVALIACAO COMPARATIVA DO EFEITO DO RSV COMO: PRE E POS-ESTIMULO
SOBRE A ATIVIDADE DA SOD EM CELULAS N2-A

Para avaliar a interferéncia do RSV sobre a atividade da SOD em N2-A, estimulamo-
las sobre a forma de: Pré e Pos-estimulo com o RSV5uM. Os resultados foram expressos na

Figura 22.
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Flgura 55 ﬁvallagao comparaflva aO e|e|Eo ao Rgﬁ na aflvﬂaae aa 565 em ﬁi-i

Painel A= Pré-estimulo Painel B= Poés-estimulo. A atividade foi medida em U/L (Unidade de massa
atomica/litro). **p<0.001***p<0.0001significativo por ANOVA teste, pos-teste de Bonferroni’s Multiple
Comparasion.

Analisando a figura acima, ¢ possivel perceber o mesmo perfil de atuacdo do RSV
em intensidades diferentes, nos dois cenarios, Pré-estimulo (Painel A) e Pés-estimulo (Painel
B). O RSV isoladamente, ¢ em antecedéncia ou consecutivo ao H,O, foi capaz de aumentar a
atividade da SOD nas N2-A, em relagdo as células em estado basal. O H,O, diminuiu a
atividade enzimatica em ambas as situacdes; e finalmente, a exposi¢ao ao polifenol aumentou

a performance de SOD comparada as células incitadas apenas com peroxido.

5.11 AVALIACAO COMPARATIVA POR QUIMIOLUMINESCENCIA DO EFEITO DO RSV
COMO: PRE E POS-ESTIMULO NA PRODUCAO DE ERO EM CELULAS N2-A SOBRE A
VIA DE AMPk
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As células N2-A foram estimuladas de 2 formas diferentes, seguindo o padrdo de Pré-
estimulo e Poés-estimulo com RSV 5uM. Adicionalmente, usamos o Inibidor de AMPK,
Dorsomorphin, a fim de avaliar o papel desse polifenol sobre essa via de sinalizacdo. Seguem

abaixo os resultados obtidos na Figura 23.
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igura 23: Avallagao comparativa do SOD a via ae Nna proaucao de

em N2-A induzida por H.0;Painel A= Pré-estimulo Painel B= Pos-estimulo. A geragdo de ERO foi
expressa em RLU/min. **p <0.001; ***p<0.0001significativo por ANOVA-Kruskal-Wallis teste, pds-teste de
Dunn’s Multiple Comparasion.

Observando a Figura 23 acima, verificamos o mesmo perfil de resposta do RSV sob
a via de sinalizacdo AMPk nos dois cendrios, Pré-estimulo (Painel A) e Pés-estimulo (Painel
B). O H,0;, isoladamente, assim como em acréscimo com Dorsomorphin, inibidor de AMPk,
aumentaram em grande escala a producao de ERO; sugerindo dessa maneira que a AMPk ¢
uma via ativada em células N-2A em situacdes de EO. As células que tiveram fomento do
RSV em antecedéncia ou consecutivo ao H,O, diminuiram a geragdo de ERO comparando-se
ao incitamento Unico com o oxidante, o que era esperado. Ja as encorajadas com a triade

(RSV, H,0, e Dorsomorphin) ndo apresentaram diferenca em referéncia ao grupo apenas sem
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inibidor, atingindo valores similares aos da N2-A em estado basal. Esse resultado, sinaliza que

o RSV nao opera sob a via de AMPk; nas condigdes estudadas.

5.12 AVALIACAO COMPARATIVA POR QUIMIOLUMINESCENCIA DO EFEITO DO RSV
COMO: PRE E POS-ESTIMULO NA PRODUCAO DE ERO EM CELULAS N2-A SOBRE A
VIA DE SIRT1

As células N2-A foram novamente estimuladas de 2 formas diferentes, seguindo o
padrdao de Pré-estimulo e Pés-estimulo com RSV SpuM. Aditivamente, usamos o Inibidor de
SIRT1, EX527, a fim de avaliar o papel do RSV sobre essa via de sinalizagdo. Seguem abaixo

os resultados obtidos na Figura 24.
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igura 24: Avallacao comparativa do SOD a via de na producao de

em N2-A induzida por H,0;, Painel A= Pré-estimulo Painel B= Pds-estimulo. A geragdo de ERO foi
expressa em RLU/min. **p <0.001; ***p <0.0001significativo por ANOVA-Kruskal-Wallis teste, pos-teste de
Dunn’s Multiple Comparasion.
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Analisando a figura acima, repetidamente temos o mesmo perfil de resposta do RSV
nos dois cenarios, Pré-estimulo (Painel A) e Pés-estimulo (Painel B). Porém, agora sob a via
de sinalizacdo da SIRT1. O H,O, isoladamente, assim como em acréscimo com EX527,
inibidor de SIRT1, aumentaram a producdo de ERO; propondo que a SIRT1 ¢ uma via ativada
em células N-2A em situagdes de EO. As células estimuladas com RSV em antecedéncia ou
consecutivo ao H>O, diminuiram a geracdo de ERO comparando-se ao incitamento tinico com
o oxidante, o que era esperado. Todavia, nesse contexto, as que foram encorajadas com a
triade (RSV, H,O, e EX527) apresentaram diferenca em compara¢do aquelas apenas sem
EX527, exibindo valores de producdo de ERO em média 3 vezes maiores. Esse resultado
mostra que o RSV atua sobre a via de SIRT1, de modo que existem outras vias também
envolvidas, ja que, os valores de ERO sdo aproximadamente a metade dos encontrados

quando as N2-A sdo expostas ao H,O, e EX527.

5.13 AVALIACAO COMPARATIVA DO EFEITO DO RSV COMO: PRE E POS-ESTIMULO
SOBRE A ATIVIDADE DA IL-6 EM CELULAS N2-A

Para avaliar a interposicdo do RSV sobre a atividade da IL-6 em células N2-A,
estimulamo-las sobre a forma de: Pré e Pos-estimulo com o RSV5uM. Os resultados foram

enunciados na Figura 25.
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Figura 25: Avaliacao comparativa do efeito do RSV na atividade de IL-6 em N2-A.
Painel A= Pré-estimulo Painel B= Pés-estimulo. A atividade foi medida em
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pg/mL(picogramas/mililitros).*p<0.01; ***p<0.0001significativo por ANOVA teste, pos-teste de Bonferroni’s
Multiple Comparasion.

A Figura acima traz um perfil diferenciado para os dois panoramas: Pré-estimulo
(Painel A) e Pos-estimulo (Painel B) com RSV. Onde o polifenol isoladamente diminui em
1.39 vezes a liberacdo de IL-6 pelas células N2-A no quadro de Pré-estimulo; mas ndo o faz
no Pos-estimulo. E de maneira conjugada ao H,O, reduz em 1.19 vezes os valores da

interleucina inflamatoria em relagao ao estimulo isolado com o oxidante no Pré-estimulo; e os

exarcerba em 1.23 vezes, no Pos-estimulo, também comparando-se ao fomento apenas com
H,0..

5.14 AVALIACAO COMPARATIVA DO EFEITO DO RSV COMO: PRE E POS-ESTIMULO
SOBRE A ATIVIDADE DE TNF-0. EM CELULAS N2-A

Para analisar a interposi¢do do RSV sobre a atividade da TNF-o em células N2-A,
estimulamo-las sobre a forma de: Pré e Pos-estimulo com o RSV5uM. Os resultados foram

representados na Figura 26.
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Figura 26: Avaliacdo comparativa do efeito do RSV na atividade de TNF-a em N2-A. Painel A= Pré-
estimulo Painel B= Pos-estimulo. A atividade foi medida em pg/mL(picogramas/mililitros). *p<0.01;
**p<0.001; ***p<0.0001significativo por ANOVA teste, pds-teste de Bonferroni’s Multiple Comparasion.

Examinando a figura acima, verificamos primeiramente que na situacdo de Pré-
estimulo (Painel A), o RSV diminuiu em 2.24 vezes a atividade de TNF-a de maneira isolada,
em relacdo as células em estado basal. E também o fez quando em conjunto com o H»O, no
tocante ao estado basal na proporcao de 8.84 vezes, e as N2-A fomentadas unicamente com o
oxidante em 11.22 vezes. No Poés-estimulo (Painel B), o RSV consecutivo ao H,O, foi capaz
de minorar a atuagdo de TNF-a, em 2.61 vezes quando comparado as células estressadas
apenas com H,0,. Essa diminuicao ainda fez com que as N2-A fomentadas pelo oxidante e

antioxidante, ativassem a interleucina inflamatoéria 2.28 vezes mais que as células basais.

5.15 AVALIACAO COMPARATIVA DO EFEITO DO RSV COMO: PRE E POS-ESTIMULO
SOBRE A ATIVIDADE DE IL-10 EM CELULAS N2-A

Avaliamos a influéncia do RSV sobre a atividade da IL-10, expondo as N2-A sob
condigdes de: Pré e Pos-estimulo com o RSV5uM. Os resultados foram representados na

Figura 27 abaixo.
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Figura 27: Avaliacido comparativa do efeito do RSV na atividade de IL-10 em N2-A. Painel A= Pré-estimulo Painel
B= Pés-estimulo. A atividade foi medida em pg/mL(picogramas/mililitros). *p<0.01***p<0.0001significativo por
ANOVA teste, pos-teste de Bonferroni’s Multiple Comparasion.

A observacao da Figura 27 acima, nos da o seguinte panorama: No Pré-estimulo
(Painel A), o RSV 5uM aumentou em 2.35 vezes a atividade de IL-10 em contrapartida as
células N2-A em estado basal. Ocorreu também, um acréscimo de 4.26 vezes em relagdo as
células basais dessa interleucina anti-inflamatoria, quando o RSV foi incubado em
antecedéncia ao H,O, Adicionalmente, um aumento de 7.58 vezes no tocante as N2-A
fomentadas unicamente com o peroxido. No Poés-estimulo (Painel B), o RSV de forma
isolada diminui a atividade de IL-10. Entretanto, similarmente ao que acontece no Pré-
estimulo, quando as células sdo fomentadas por RSV consecutivamente ao H.O, aumenta em
1.77 vezes a liberacdo de IL-10 se comparado as células basais. E eleva do mesmo modo, em
22.48 vezes a atividade dessa interleucina anti-inflamatéria quando comparadas as N2-A

estimuladas apenas com o oxidante.

5.16 AVALIACAO COMPARATIVA DO EFEITO MODULADOR, ANTI-OXIDANTE E ANTI-
INFLAMATORIO DO RSV COMO: PRE E POS-ESTIMULO FRENTE OS ENSAIOS
REALIZADOS

Com o intuito de comparar o efeito do RSV nos testes realizados na forma de Pré-

estimulo e Pés-estimulo segue a Tabela 4 abaixo.

Pré-Estimulo RSV S5uM | Pés-Estimulo RSV 5uM

Producao de ROS n.s.
Geracio de NO ﬁ ﬁ ﬁ
Producio de ONOO"

Capacidade Redutora Celular ﬁ ﬁ ﬁ
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Atividade da CAT n.s.

Atividade da SOD ﬁ ﬁ ﬁ
Atuacio sob a via de AMPk
Atuacio sob a via de SIRT1 + +
Atividade de IL-6

Atividade de TNF-a

|l ]

Atividade de IL-10

Tabela 4: Avaliacio comparativa do efeito modulatério / anti-oxidante e anti-inflamatério do RSV em
células N2-A. T: aumento; ¥: diminui¢do; --- : auséncia de efeito; + : atuacdo; -: ndo-atuacio.

Discussao

6 Discussao

I3

O envelhecimento ¢ um fendmeno bioldgico inevitdvel e universal. Embora
diferentes hipdteses tenham sido apresentadas para explicar os mecanismos celulares e
moleculares desse processo, estudos recentes tornaram cada vez mais claro que o
envelhecimento ocorre devido ao acumulo de danos moleculares no organismo. Entre as
principais causas que contribuem para esses prejuizos; temos as reagdes com radicais
livrtes (RL) e outras espécies reativas de oxigénio/espécies reativas de nitrogénio
(ERO/ERN) (SADOWSKA-BARTOSZ & BARTOSZ, 2014; ABDEL-DAIM et.al., 2018). As ERO,
como o superoxido e o perdxido, sdo potencialmente tdxicas para os produtos do
metabolismo energético, bem como, para as moléculas de sinalizagdo. Tais propriedades

sao firmemente implicados no processo de envelhecimento (DESJARDINS et. al., 2017).

O entendimento sobre o envelhecer ainda ¢ bastante limitado. Como um
processo bioldgico complexo, ele certamente envolve uma variedade de fatores. E também

permissivo para o desenvolvimento de varios distirbios cronico/degenerativos e doengas
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infecciosas; que sao fortemente influenciados por desequilibrios nutricionais, inflamacao,
exaustado metabdlica e pelo proprio processo natural de senescéncia celular. Sob essa
perspectiva, a maioria dos organismos realmente morre de patologias relacionadas a idade,

ao invés de envelhecer (PENG et.al., 2014).

Apo6s os 60 anos de idade, as deficiéncias de algumas habilidades cognitivas, como:
a velocidade de processamento de informacdes, a memoria de trabalho e funcdes
executivas tornam-se aparentes. Enquanto outras, a titulo de exemplo: a memoria de curto
prazo, o conhecimento autobiografico e o processamento de emogdes, permanecem
relativamente intactas. Na sociedade moderna, as enfermidades neurodegenerativas
associadas ao envelhecimento, como, A Doenca de Alzheimer e de Parkinson, Deméncia

Frontotemporal, tém sido uma ameaca letal crescente aos seres humanos (DENVER,
MCCLEAN, 2018; FLORENCE et.al., 2014 FREITAS et.al., 2017).

A sobrevivéncia celular depende do equilibrio entre as espécies oxidativas geradas
nos processos metabdlicos e o sistema antioxidante presente naquele sistema. Essa
harmonia pode ser interrompida em situagdes de exposi¢ao ao tabagismo, ao alcool, a
radiacdo ou as toxinas ambientais; como também, pela diminuicdo das defesas
antioxidantes enddgenas; advinda com o passar dos anos. O excesso dessas espécies
oxidativas causa a oxidagdo de biomoléculas, com consequente desequilibrio
homeostatico. Este, manifesta-se nos efeitos patoldgicos, metabdlicos e degenerativos.

Instaurando-se nesse momento, o quadro de estresse oxidativo (EO). (XU et.al., 2018).

O EO ¢ sem duavidas, um fator etiolégico comum no envelhecimento, doencas
metabodlicas e distirbios degenerativos. O corpo contém um sistema antioxidante
endogeno para ajudar a neutralizar RL, ERO/ERN e mitigar o potencial dano oxidativo
por elas causado. Além disso, o incremento da ingestdo de antioxidantes exdgenos pode
melhorar os danos originados pelo EO. O qual acontece através da interdi¢ao do inicio ou
propagacao da reagdo oxidativa em cadeia; onde tais antioxidantes exdgenos atuam como
sequestradores de RL ou inibidores de oxigénio singlet; mitigando assim, 0s processos

neurodegenerativos (ABEL-DAIM et.al., 2018).
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Nosso trabalho buscou entender alguns mecanismos moduladores do RSV, no que
tange aos danos causados pelo EO no processo de envelhecimento em células N2-A.
Objetivando principalmente, assemelhar-se ao que acontece na senescéncia neural. Sendo
assim, as células neuronais foram expostas ao H.O, 10.5%v/v; concentracao obtida
através de curva Concentragdo-Resposta; a qual gerou maior potencial oxidativo com

morte celular menor do que 20% (Figura 11 e Figura 12).

De fato, o H,O, ¢ um marcador biol6gico importante do EO devido a sua capacidade
em atravessar membranas celulares, podendo atuar como um potente indutor de
senescéncia celular. A adicdo exogena do mesmo contribui para a formagao endogena de
outras ERO, como, superdxido e radical hidroxila, mantendo assim no sistema alvo as

caracteristicas comuns do envelhecimento (APOSTOLOVA & VICTOR, 2015; HOHN et.al., 2017).

Foi demonstrado que o RSV possui propriedades multifacetadas, como por exemplo:
qualidades anti-inflamatorias, anti-oxidativas, terapéuticas em patologias relacionadas a
idade, e anti-envelhecimento (KO et.al., 2017). Além disso, esse polifenol pode proteger
neurdnios contra a degeneracdo e disfungdo; resultados esses, obtidos em modelos
experimentais de acidente vascular cerebral isquémico, doenca de Alzheimer e doenga de

Parkinson. (KUMAR et. al. , 2016).

A concentragdo de RSV utilizada foi de 5uM, obtida por curva Concentragdo-
Resposta (Figura 13), e corrobora com um estudo de SIMAO e cols., onde o RSV 5uM
promoveu angiogénese em células do endotélio cerebral (SIMAO et al., 2012). Demonstrando

seu papel como modulador/protetor neural nessa concentragao.

A molécula de RSV foi testada sempre sob duas perspectivas nas células neuronais
em questdo: Pré-estimulo das N2-A anteriormente a exposi¢ao ao H,O,, agente indutor de
senescéncia, buscando avaliar o uso do polifenol na prevencao de danos possivelmente
trazidas pelo EO/envelhecimento. E sob um cenario de Pés-estimulo das células N2-A,
que j& haviam sido expostas ao oxidante, examinando suas capacidades neuro-

regeneradoras.

O cérebro depende da reagdo redox da coenzima dinucleotideo de adenosina e
adenina (NADH) para transferir elétrons ao oxigénio, necessarios na produgao de ATP.
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Alguns dos elétrons fazem a reducdo desse oxigénio, transformando-o em O, °, que ¢
ainda mais reduzido a OH", ONOO -, OH", coletivamente chamadas de ERO (GHOSH et.al.,
2012). O Sistema Nervoso ¢ particularmente vulneravel aos efeitos deletérios dessas ERO
por algumas razdes. Podemos citar: a alta concentra¢do de &cidos graxos poliinsaturados
que podem ser alvos de peroxidagdo lipidica, o consumo elevado de oxigénio para
producao energética, e seu sistema antioxidante relativamente deficiente. O actimulo
anormal de RL causa danos oxidativos e nitrosativos as proteinas, lipideos e moléculas de
DNA. O que gera uma cascata de falhas bioenergéticas, deplecao de defesas antioxidantes,
disrup¢do microtubular, desmieliniza¢do, neuroinflamagdo, mitofagia e morte celular

apoptotica; levando ao envelhecimento e neurodegeneracdo (SAS; SZABO; VECSEI, 2018).

Assim, o nosso proximo passo foi verificar, perante esse cenario de envelhecimento
neural causado pelo acumulo de ERO, se o RSV5uM seria capaz de atuar sobre a
producao dessas ERO nas células N2-A sob as duas perspectivas mencionadas acima. Para

1sso, usamos o teste de Quimioluminescéncia dependente de luminol.

Nossos resultados demonstraram que o RSV diminuiu a formagdo das ERO, quando
usado como Pré-estimulo, ndo o fazendo quando a intencdo foi tratar as células ja

oxidadas (Figura 15- Painel A e B, respectivamente).

No intuito de confirmarmos esses resultados e visualizarmos a distribuicdo destas
ERO nas células N2-A, realizamos o ensaio de microscopia de fluorescéncia pelo uso do
marcador de Carboxi- H,DCFDA. Os resultados aqui encontrados corroboram com o0s
achados do teste de quimioluminescéncia; onde as ERO diminuiram quando o RSV 5uM
foi usado sob a perspectiva de Pré-estimulo; mas em contrapartida, ndo decresceram nas
células ja oxidadas quando comparadas ao estimulo com H,O, (Figura 16 e Figura 17,

respectivamente).

Essa reposta nos da indicio de uma capacidade antioxidante do RSV sob um prisma
preventivo. E corrobora com os achados de LIN &cols. que mostraram que o pré-
tratamento de astrocitos com RSV 5uM foi capaz de suprimir a geracdo de ERO como
também, a taxa de morte celular, que haviam sido induzidas por glutamato (LIN et.al., 2014).

Também, com os estudos de Bobermim & cols. onde o RSV pré-incubado com SH-SY5Y
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(linhagem neuroblastoma humano) diminuiu a produ¢do de ERO que havia sido induzida

por amonia.

De maneira consecutiva, decidimos avaliar a capacidade do RSV5uM em atuar sobre a
producao de NO. Nossos resultados mostraram que tanto o pré, quanto o pos-estimulo das
N2-A com o polifenol na concentragdo em questdo, aumentou a geragdo dessa molécula
sinalizadora. Uma observagdo importante ¢ que houve uma melhor recuperacdo da
producao de NO pelas células N2-A quando estas foram pré-tratadas com com RSV e

depois desafiadas com H»O, (Figura 18 — Paineis A e B, respectivamente.)

O NO medeia a maioria das respostas dependentes do endotélio cerebral, enquanto o
RSV, polifenol com efeitos pleiotropicos, pode reduzir o EO e aumentar a producao
vascular desse NO; como realmente o fez em achados de HUANG & cols. em neur6nios
corticais de ratos, injuriados pela privacdo de oxigénio e glicose (HUANG et.al., 2014). Perfil

semelhante ao encontrado em nosso estudo nas células N2-A.

Adicionalmente, no SNC o NO influencia a plasticidade sindptica, a viabilidade
neuronal, neurotransmissao, resposta imune. Além de ser neuroprotetor (TRIPATHI, et.al.,
2007; THATCHER, et.al., 2006; EVANGELOPOULOS et.al., 2010). Nessa perspectiva, o RSV
em nossos achados, atuou como protetor neural quando elevou a geracdo de NO nas
células N2-A no Pré-estimulo; e como neuro-regenerador quando o fez ainda no Poés-

estimulo.

Continuando nossa busca sob os efeitos do RSV como modulador e agente
antioxidante; seguimos para a investigacdo da atuacdo do mesmo sob a geragdao do
ONOO'. Anion este, formado pela reacio controlada por difusio dos radicais 02 *~e NO',
onde sua formag¢ao ndo-equilibrada representa um dos principais mecanismos de lesdo e
morte celular; por modificar o metabolismo e a sinalizag@o nas células. Sendo amplamente
distribuido na aorta, coragao, figado, rins e cérebro, no envelhecimento (VALEZ et.al. , 2013;

SUN et.al., 2016).

Nossos achados mostram que o RSV5 uM foi capaz de minorar a producao de

ONOQO nas c¢lulas N2-A quando usado de maneira preventiva e como tratamento (Figura
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19). Entretanto, podemos observar que esta diminui¢ao se mostrou mais efetiva quando o
RSV foi usado sob a otica de Pré-estimulo (observagdo possivel através do grau de
significancia, p > 0,001 ). E corroboram com os achados de Olas & cols. que provaram
que esse polifenol foi capaz de diminuir a geragdo de ONOO™ em células periféricas

sanguineas de doadores jovens (OLAS et.al., 2008).

Diante dos resultados acima, o nosso interesse foi entdo verificar por quais
mecanismos 0 RSV poderia exercer o seu efeito anti-oxidante. Sabemos que os
mecanismos antioxidantes celulares podem ser enzimaticos € ndo enzimaticos. Neste
contexto, iniciamos a nossa pesquisa avaliando a capacidade redutora celular através do
teste de MTT (Figura 20). Este teste envolve reacdes com moléculas redutoras tais como
NADPH oxido/redutase que transferem elétrons/prétons para o MTT fazendo com que ele

mude do seu estado oxidado (amarelo) para o seu estado reduzido (faixa — azul a roxo).

Nesta avaliagdo os nossos resultados mostraram que o RSV aumentou a capacidade
redutora celular tanto na condi¢do basal, como quando as N2-A foram estimuladas por
H,0, na condi¢@o de Pré-estimulo (Figura 20 — painel A). Ao analisarmos os resultados
do Pos-estimulo, verificamos que estes se mostraram significativos apenas na condigdo
onde o RSV foi adicionado as N2-A posteriormente ao fomento com H,O, (Figura 20 —

painel B).

O acoplamento neurovascular depende de uma interagdo coordenada de neurdnios
ativados, astrocitos e células endoteliais vasculares ¢ musculares lisas. A transducao de
sinais de neurOnios e astrocitos inicia uma vasodilatacdo regional na microcirculacao
cerebral, que envolve, producdo e liberagdo de NO por células endoteliais
microvasculares. Achados anteriores em camundongos, demonstram que o
envelhecimento esta associado a uma produgdo aumentada de ERO derivadas da NADPH
oxidase na microvasculatura cerebral; que contribuem para o comprometimento do
acoplamento neurovascular em idosos, provavelmente pela diminui¢do da
biodisponibilidade de NO promovendo disfun¢do endotelial. Estudos fornecem fortes
evidéncias de que o tratamento de roedores de laboratdorio com RSV exerce efeitos
protetores  endoteliais  significativos na microcirculagio cerebral durante o
envelhecimento. E importante ressaltar que 0 RSV mostrou aumentar a biodisponibilidade

do NO e inibir as NADPH oxidases (TOTH et.al., 2014).
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Nossos resultados corroboram com os achados de TOTH & cols. acima
mancionados. O RSV 5uM foi capaz de aumentar a capacidade redutora/antioxidante das
células N2-A sob ambas as perpectivas de estimulo (Pré e Pos-estimulo); em maior
intensidade quando utilizado sob uma concepgdo preventiva (Figura 20). Visto sua
atuacao direta sobre a NADPH. Inibindo a NADPH oxidase; ao passo que reduziu a NAD,
fazendo com que a mesma deslocasse do estado de oxidada (NADP+) para o de reduzida

(NADPH).

Existem alguns grupos de defesa antioxidante nas células, nomeadamente, enzimas
(como: SOD e CAT), antioxidantes de baixo peso molecular e ac¢do indireta (por exemplo,
agentes quelantes) e os compostos de a¢do direta, como: NADPH e agentes exdgenos de

fontes dietéticas: polifenois - RSV (SAS; SZABO; VECSEI, 2018 ).

Tanto o sistema antioxidante enzimatico como o ndo enzimatico ja citados, sdo
essenciais ao combate do EO. Os antioxidantes enzimaticos incluem SOD, CAT e
glutationa peroxidase (GPx). O H,O, formado pela reagdo catalitica da SOD é um

metabolito celular, posteriormente desintoxicado em agua pela GPx e pela CAT (LI et.al,
2015; SKRAINOWSKA et.al., 2013).

A CAT ¢ um antioxidante que monitora as concentragdes de H,O, no espago
intracelular. Embora nenhum estudo tenha examinado o impacto da deficiéncia de CAT
humana no cérebro in vivo, estudos em animais mostraram que camundongos knockout de
CAT demonstram uma taxa mais lenta de sintese de ATP em mitocOondrias cerebrais, em
comparacdo com camundongos transgénicos com superexpressao de CAT. Similarmente,
camundongos transgénicos com superexpressao mitocondrial de CAT estdo associados a

um menor dano oxidativo, maior tempo de vida e neuroprotegdo contra isquemia cerebral
(SALMINEM; PAUL, 2014).

O tratamento com RSV aumentou a expressdo de CAT e GPx, mas ndo SOD ,em
segmentos adrticos de ratos; como também, aumentou a capacidade antioxidante hepatica
via CAT, SOD e GPx, impedindo dano oxidativo no figado desses animais, induzido por

administracao cronica de etanol (TRUONG; JUN; JEONG, 2018).
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Nossos resultados quanto a agdo do RSV5uM sobre a atividade da CAT em células
N2-A revelou-nos que o polifenol na concentragdo em questdo, ndo foi capaz de exercer
efeitos sobre a atividade da CAT quando na forma de Pré-estimulo nessa linhagem neural.
E, contrariando os achados da literatura, diminuiu a atividade da mesma, quando usado
sob a perspectiva de tratamento quando estimulada com H,O, mas aumentou a sua

atividade em condigdes basais. (Figura 21)

A SOD ¢ uma enzima que catalisa a dismutacdo do O, em oxigénio molecular e
H,0, (2 Oy +2H" & O, + H,0,), Trés formas de SOD foram identificadas no cérebro
humano, diferindo pelo seu cofator de metal. Cobre (Cu) zinco (Zn) e manganés (Mn)
compde SODI, SOD3 e SOD2. A SOD2 ¢ uma importante enzima no controle da
producdo de ERO, j& que, é o uUnico antioxidante conhecido dentro da mitocondria.
Evidéncias mostraram que a superexpressao de SOD2 ¢ um fator protetor contra a
neurotoxicidade do NMDA em cultivo de linhagens de células corticais do cérebro de
ratos. Da mesma forma, a expressdo deficiente de SOD2 mostrou causar disfungdo

mitocondrial, atrofia neuronal e senescéncia acelerada do SNC em alguns organismos
(SALMINEM; PAUL, 2014).

Nossos resultados mostraram que no Pré-estimulo o RSV foi mais eficiente em
ativar a SOD do que na condicdo de Poés-estimulo (Figura 22 — painéis A ¢ B
respectivamente). Mais uma vez esses resultados corroboram com os de TUNG & cols.
que revelaram que o RSV protege membranas musculares, cardiacas e hepaticas em
camundongos idosos; pela inducao dos sistemas antioxidantes endogenos nesses 0rgaos;
afetando principalmente a atividade da SOD (TUNG etr.al., 2015). Outros estudos, também
demonstraram a atuacdo do polifenol na elevagdo da expressdo protéica e atividade de
SOD no cérebro de ratos diabéticos. Além disso, o aumento da atuacao de SOD em células
neuronais também de ratos, ¢ um importante mecanismo de protecao neural do RSV

contra apoptose dessas células, induzida por EO mitocondrial (WANG et.al., 2014; TRUONG;
JUN; JEONG, 2018).

Quando falamos em EO e seus mecanismos moduladores, observamos que a
avaliagdo molecular ¢ importante para podermos verificar como acontece este equilibrio
metabodlico. Entretanto, se torna necessario uma analise mais aprofundada para entender
como estas moléculas e os seus pares conversam entre si. Para tal, o estudo das vias de
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sinalizacdo envolvidas nestes processos, nos dd um norte de como os mesmos se
comunicam. Neste contexto, duas vias de sinalizagdo merecem a nossa atencao: AMPk e

SIRTTI.

A atividade da AMPK ¢ induzida por niveis elevados de AMP/ATP, exercicio,
drogas antidiabéticas, como: metiformina e tiazolidinedionas, equilibrio NAD/NADH e
RSV. Nos neurdnios, essa quinase desempenha um papel na citoprote¢do sob condi¢des
isquémicas e patoldgicas (PATEL; GUPTA; DEY, 2011). O fluxo metabolico pode mudar o
equilibrio NAD/NADH. Um dos resultados dessa mudanga ¢ a ativagdo de uma classe de
deacetilases conhecidas como sirtuinas, que requerem NAD"™ na realizagdo de sua

atividade enzimdtica e sdo fortemente implicadas no envelhecimento (BUIKEWITZ;
ZHANGE; MAIR, 2014).

Nossos resultados mostraram que a inibi¢do da via AMPk ndo foi capaz de
alterar o prefil oxidativo das células Neuro 2-A em condi¢des Pré ou Pos-tratamento
(Figura 23 — paineis A e B respectivamente). Também a inibicdo da via de AMPk nao
foi capaz de alterar o padrdo anti-oxidante gerado pelo RSV nos dois tratamentos
estudados (Figura 23). Nossos resultados elucidaram um perfil diferente do descrito na
literatura. Isso porque o RSV 5uM ndo conseguiu ativar a via de AMPk nas células N2-A
nas duas condi¢des por nos estudadas, no que tange a geracdo de um EO nestas células.

(Figura 23, paineis A e B respectivamente).

A SIRT1, outro alvo putativo do RSV té€m sido associada a longevidade em diversos
modelos de sistemas. Estudos de IDO & cols estabeleceram que o RSV medeia a acao de
AMPK quanto a prevencdo da senescéncia induzida por H,O, em queratindcitos
primarios. Indicando conjuntamente, que a SIRT1 é um fator chave na senescéncia desses
mesmos queratindcitos; sugerindo que essa possa ser uma importante via reguladora do

envelhecimento da pele in vivo (IDO et. a.l, 2015).

As SIRT1 s3o enzimas responsaveis pela regulacdo de sinais em respostas
fisiologicas e metabdlicas, desempenhando um papel critico na sobrevivéncia celular. E
um modulador analitico em resposta ao estresse neuronal e estd envolvida na
diferenciagc@o neuronal embriondria (CHIANG et.al.,, 2014). Também participa da conservagao
da homeostase celular da glicose; que favorece a longevidade do organismo e protege
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contra o envelhecimento. Ainda mais, a SIRT1 age diretamente no combate ao EO; onde
os polifendis, como RSV, contribuem induzindo a superexpressao dessas SIRT1. Foi
demonstrado que niveis reduzidos dessas enzimas no hipocampo de ratos contribuem para
o envelhecimento cerebral, e para a progressdo de muitos doengas com comprometimento

cognitivo (exemplo: Alzheimer) (SARUBBO et.al., 2018).

Nossos resultados sobre a atuacdo do RSV 5uM em células N2-A na via de SIRT1
(Figura 24), nos mostrou que o mesmo ativa tal via, tanto na perspectiva de pré, quanto

pOs- estimulo.

Considerando a neuroinflamagdo como um fator-chave no processo de
envelhecimento cerebral, muitas das estratégias anti envelhecimento sdo orientadas para a
prevencdo ou atenuacgdo desse estado pro-inflamatoério. Nesse sentido, tem sido apontado
que os polifendis exercem efeitos neuroprotetores e também modulam o sistema
imunologico do cérebro. Por exemplo, foi encontrado que as dietas enriquecidas com RSV
reduzem a neuroinflamagdo, diminuindo a produgdo de citocinas pro-inflamatorias no

hipocampo de roedores idosos com um impacto na melhoria dos processos cognitivos.

Assim, como nessa linhagem celular (N2-A) ndo houve ativagcdo da via de AMPk,
mas sim de SIRT; a nossa hipotese € que tal estimulo tenha ocorrido pela modulagao do
complexo de NF-kB, como sugerido por Sarubbo e cols. e ilustrado abaixo na Figura 28,
e ndo através da via cldssica onde as SIRTI1 ¢ ativada indiretamente pelo desequilibrio

entre NAD/NADH ou diretamente pela agdo da AMPKk.

59



LARA, R.C

s _OH

O
HOL ey ey

| pal ROS, CITOCINAS,ETC...
70: RSV
| g
ATIVACAO NEUROGLIA -

&

., AIH
F - - | HO"‘V’T“%I/’%*U"E:V’
P

R

) T msv
(e

AMA
Tra.nscrit;fm — INFL C;‘D
ATIVACAOD l
de proteinas ENVELHECIMENTO

pro-inflamatorias

Figura 28: Esquema do efeito do RSV na via de sinalizacio SIRT1 e NF-kB envolvidos na
neuroinflamacio. Modificado de SARUBBO et.al. 2018

Buscando entdo dar suporte para a nossa hipotese levantanda acima, o nosso
proximo passo foi verificar a influéncia do RSV quanto ao perfil anti e pro-inflamatério nas
células N2-A induzidas a senescéncia pelo H.O,. Dosamos IL-6 e TNF-a, citocinas pro-

inflamatorias. Como também, IL-10, citocina anti-inflamatoria.

De acordo com a Teoria do estresse oxidativo do envelhecimento, os RL sdo
responsaveis pelo declinio da fungdo e eficiéncia dos sistemas biologicos no envelhecimento.

60



LARA, R.C

Uma das principais fontes de EO sistémico sdo as reagdes inflamatorias; e fortes evidéncias
sustentam que a inflamagao sistémica cronica de baixo grau ¢ uma manifestacdo comum desse
processo, chamada “Inflammaging”. Esta associado a desregulacdo imunologica, das quais as
caracteristicas mais evidentes sdo niveis de mediadores pro-inflamatérios na auséncia de
desencadeantes evidentes e, paralelamente, redu¢do da capacidade de montar uma resposta

inflamatdria efetiva a estimulos imunogénicos adequados (TUNG et.al., 2015 b.

O maior modulador de sinalizacdo celular, para ocorréncia de inflamagdo induzida
pelo EO ¢ o NF-kB (CATANA; CALIN; NEAGOE, 2015). Sua ativacao ¢ rigidamente controlada
por um complexo quinase, IKB (IKK), composto de trés proteinas principais: IKK1 / IKKa,
IKK2/IKKB e NEMO/IKKYy. As duas primeiras sdo quinases estruturalmente relacionadas;
enquanto a terceira ¢ uma subunidade reguladora que exibe afinidade por ativadores

modificados por cadeias de poliubiquitina.

Estudos baseados em transfeccdes celulares e ablacdo de genes de camundongos
revelaram que o NF-«B pode realmente ser ativado por duas vias de sinalizacdo alternativas.
A via principal ¢ induzida por uma grande variedade de estimulos; como citocinas pro-
inflamatérias (IL-1B, TNF-a), produtos bacterianos (peptidoglicano), proteinas virais ou
diversas formas de estresse (UV, EO) e ¢ estritamente dependente do NEMO; que garante a
transmissao do sinal do receptor para a subunidade catalitica IKK2. Na maioria das situagdes,
a IKK1 contribui apenas moderadamente para a atividade quinase geral da IKK, mas na
auséncia da IKK2 pode ajudar a preservar baixos niveis de ativacdo do NFkB (SENEGAS;
GAUTHERON; COURTOIS, 2015). Essa modulac¢do ¢ ilustrada de maneira esquematica na Figura

29, abaixo.
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Figura 29: Papel modulatério do NF-kB entre os processos de Oxidacdo e Inflamagdo caracteristicos do
“Inflammaging”. Fonte: CABRERA, 2015. IKK: complexo de proteinas responsaveis pelas vias de transdugéo
de sinais que levam a ativagdo do NF-«kB. Zn como co-fator de ativagio.

O “Inflammaging” caracteriza-se por um aumento acentuado na secre¢do de fatores
de crescimento, enzimas proteoliticas e citocinas inflamatorias (IL-6, IL-8, TNFa, IFN, e

TGF-B), o que denomina o chamado: “Fendtipo Secretor Associado a Senescéncia” (SASP)
(TUNG et.al., 2015 b; LIU et.al., 2018).

Altos niveis de marcadores pro-inflamatorios associados a idade sdo detectados na
maioria dos idosos, mesmo na auséncia de fatores de risco e doencas clinicamente ativas.
Apesar de seu papel fisioldgico fundamental como um mecanismo de defesa contra infecgdes
ou moléculas estranhas, quando a inflamagdo se torna sustentada e prolongada, ela se torna

prejudicial a saide (FERRUCI; FABBRI, 2018).
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Os niveis de citocinas no sangue e no tecido nervoso sao relativamente baixos em
condigdes fisioldgicas; e essa producdo controlada e oportuna € necessaria para a manutengao
das func¢des normais do tecido, como: controle da sinalizagdo celular e plasticidade sinaptica.
Mas, em inflamagdo cronica de baixo grau, ocorre aumento permanente de citocinas pro-
inflamatoérias, como IL-6 e TNF-a, e diminui¢do das anti-inflamatérias; o que contribui para o

desenvolvimento de mecanismos neuropatologicos (VEZZANI & VIVIANI et.al., 2015; WANG et.
a.,12017).

A IL-6 tem efeitos pleiotropicos e seu aumento estd associado a inflamacdes
cronicas, doencas autoimunes e disturbios hematopoiéticos. O TNF-a também ¢ uma citocina

multifuncional pro-inflamatoria e contribui para a producao de IL-6 (TUNG et.al., 2015 b).

Nossos ensaios sobre a influéncia do RSV 5uM na atividade inflamatéria sob
células N2-A, mostrou resultados distintos, a saber: No Pré-estimulo verificamos que o RSV
foi capaz de inibir a concentracdo de IL-6 tanto nas condigdes basal como estimulada por
H,O, (Figura 25 — painel A) Ja no Pés-estimulo, observamos que em condi¢des basais o RSV
ndo diminuiu ou aumentou a producdo de IL-6 e quando estimuladas com H,O, o RSV
aumentou a producao de IL-6. (Figura 25 — painel B). Estes resultados mostraram que a
atuacao dos RSV nas condigdes estudados tem efeitos inflamatorios distintos. Zhong & cols.
mostraram um efeito inibitdrio do RSV sobre a liberagdo da IL-6 em macrdéfagos do peritdonio
de camundongos estimulados com iondforo de célcio A,sis; € TMLP. J& estudos realizados por
Wendling & cols. demonstraram que o RSV ativa a via da SIRT1 em PBMC aumentando a

producao de IL-6 em pacientes com osteoartrite no joelho (ZHONG et.al., 1999; WENDLING et.al,
2013).

Estudos de TUNG & cols. mostraram que o RSV ndo foi capaz de reverter ao
aumento da expressao de IL-6 e TNF-a em células hepaticas de ratos idosos (TUNG et.al., 2015
b). Em contrapartida, inibiu significativamente a expressao de IL-6 em células de fibroblastos

pulmonares humanos senescentes (LIU et.al., 2018).

Quando analisamos a atuacdo do RSV sobre a produg¢do de TNF-a verificamos um
quadro distinto do observado com a IL-6. Em condi¢des de Pré-estimulo, nossos resultados
mostraram uma inibi¢do significativa (p< 0,001) do RSV tanto em condi¢do basal, quanto

estimulada por H,O, (Figura 26 — painel A). Estes resultados estdo de acordo com trabalhos
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da literatura que mostram a atuacdo inibitéria do RSV em varios tipos celulares: endoteliais,
c€lulas dendriticas, células mesenquimais, adipocitos (MOON et. al., 2014, SILVA et. al., 2008; ZHU
et. al., 2008). Este ultimo estudo com células adiposas mostrou que o RSV inibe a ativagdo da
sintese de DNA que ativa o complexo do NF-kB suprimindo a atividade do TNF-a (ZHU et al,
2008).  Adicionalmente, estudos de Bellaver & cols. em astrocitos hipocampais de ratos

Wistar idosos, estimulados por H,O,, o RSV diminuiu a expressao de TNF-a (BELLAVER et.al,
2014).

J& quando analisamos o efeito do RSV no Pés-estimulo, observamos que este s6 foi
capaz de inibir (p< 0,05) a liberagdo de TNF-a na condi¢ao de EO (H,0,) (Figura 26 — painel
B). Estudos realizados por Wu & cols. demonstraram que o RSV inibiu a liberacao de TNF-a
e IL-1 no tratamento da artrite reumatdide, elucidadas por avaliagdes de simulagdo

computacional e in vitro (WU et al., 2016).

Outro ponto a ser observado ¢ que quando se fala de “INFLAMMAGING”
(inflamagdo cronica subclinica) ndo podemos nos esquecer de avaliar os mecanismos anti-
inflamatorios.

A IL-10 ¢ uma citocina imunorreguladora e anti-inflamatdria classica. Seu efeito

principal ¢ inibir a sintese de outras citocinas, como o IFN-g, IL-2, IL-12, TNF-a (CIANCIULLI
et.al., 2015).

Quando avaliamos a producdo de IL-10 no ensaio de Pré-estimulo, verificamos que
o RSV foi eficiente em aumentar (p<000,1) a liberagdo da mesma tanto a nivel basal, quanto
estimulada com H,0,; gerando um ambiente de compensagdo anti-inflamatoria (Figura 27 —
painel A). Cianciulli &cols. desmostraram que o pré-tratamento com RSV de células da
microglia e posterior estimulagdo com LPS foi capaz de aumentar a liberacdo de IL-10
(CIANCIULLI et al, 2015). Estes resultados demonstram que de maneira preventiva, o RSV ¢
eficiente em regular a resposta anti-inflamatdria; propiciando uma regulacao eficaz em células
neurais.

Na avaliag@o do Pds-estimulo, observa-se que em auséncia de um ambiente de
estresse oxidativo (AEO)-(H,0,), o RSV nio foi eficiente em elevar os niveis de IL-10. Por
ndo ser necessario a ativa¢do destes mecanismos anti-inflamatorios. Mas, quando geramos um
AEO verificamos que em auséncia de RSV houve uma diminuigdo da sitese de IL-10 mas, a

presenga do RSV gerou um ambiente altamente anti-inflamatoério (Figura 27 — painel B).
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Estudos de Cianciulli & cols.., também demonstraram, que o RSV foi capaz de regular
positivamente, de maneira dose-dependente, os niveis de IL-10; efeitos que podem ajudar a
explicar a capacidade neuroprotetora desse polifenol (CIANCIULLI et.al, 2015). Song & cols.
elucidaram ainda, que o RSV induz a expressdo de IL-10 ¢ BV2 em condi¢des de hipoxia

cerebral (SONG et al., 2014).

Outro fato que merece a nossa atengdo ¢ que o RSV 5uM foi capaz de ativar os
mecanismos anti-inflamatérios mais eficientemente em situacao de Pré-estimulo nas células
N2-A, do que em condigdes de estresse ja estabelecido (Pos-estimulo). Estes resultados,
mostram que o RSV se torna uma ferramente altamente eficiente no que tange as defesas anti-
inflamatoérias a nivel neural. Situacdo ilustrada na Figura 30, abaixo. Estabelecendo-se como

uma possivel ferramenta de controle inflamatdrio das doengas neurodegenerativas.

Pré — tratamento RSV Pas - tratamento
SuM

IL-6e TMF-alfa l

Figura 30: Mecanismo anti inflamatorios ativados pelo RSV 5uM em células N2-A nas perspectivas de
Prevengdo e Tratamento.Criado por: Lara & Chaves, 2018.

Assim, os resultados do presente estudo nos fornecem fortes evidéncias da
capacidade antioxidante, anti-inflamatoéria e cito protetora do RSV na dose de S5uM, em
células da linhagem N2-A. Devido a eficidcia em diminuir a geracdo de ERO, aumentar a
producdao de NO, importante molécula sinalizadora e protetora neuronal, diminui¢ao do
ONOOQO:, aumento da capacidade redutora e anti-oxidante celular, a atividade do mesmo
ocorrer por ativagdo da via das SIRT1, através da modulagdo do complexo NF-kB e pelos
seus efeitos anti-inflamatorios. Por fim, seus efeitos benéficos sdo mais pronuncidveis com

seu uso preventivo em células neurais.
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Conclusao

7 Conclusao

Observamos neste estudo que o RSV 5uM em células N2-A exerce poder antioxidante,
anti-inflamatorio e neuro-protetor. E 0 mesmo ocorre majoritariamente sob a forma de

Prevencao.
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