19

1 INTRODUCAO

1.1 Envelhecimento

Na maioria dos paises desenvolvidos, a expectativa de vida média do Homo sapiens nao
excedia 40-45 anos até dois séculos atras. Porém, a sobrevivéncia de um pequeno nimero de
pessoas “muito velhas” em sociedades primitivas ¢ documentado. Apenas no ultimo século o
envelhecimento passou a ser algo comum. (Stuart-Hamilton, 2002). Assim, o envelhecimento
de grande parcela da populacdo, € um fenémeno recente, em consequéncia de varios fatores
como: redugdo da mortalidade infantil, melhoria dos cuidados médicos e condicGes
ambientais. (LARBI et al.,2008).

A senescéncia € o processo natural do envelhecimento, o qual compromete
progressivamente aspectos fisicos e cognitivos. Segundo a OMS, a terceira idade tem inicio
entre 0s 60 e 65 anos. No entanto, esta € uma idade instituida para efeitos de pesquisa, ja que
0 processo de envelhecimento depende de trés classes de fatores principais: bioldgicos,
psiquicos e sociais. Sdo esses fatores que podem preconizar a velhice, acelerando ou
retardando o aparecimento e a instalacdo de doencas e de sintomas caracteristicos da idade
madura (PEREIRA et al., 2004).

O envelhecimento populacional configura-se como um dos maiores desafios enfrentados
pela salde publica contemporanea e ocorreu inicialmente em paises desenvolvidos.
Entretanto, recentemente, nos paises em desenvolvimento, o envelhecimento da populacdo
tem ocorrido de forma mais acentuada (LIMA-COSTA & VERAS, 2003). Segundo Vendelbo
& Nair (2011), nos ultimos cem anos, a expectativa de vida aumentou substancialmente em
todo o mundo, e Lourenco (2010) mostrou um crescimento exponencial da populacdo idosa
também no Brasil. Sabe-se que a populacdo mundial cresce anualmente a uma taxa de 1,7% e

a populacgéo acima de 65 anos aumenta em 2,5% ao ano (FREITAS, 1999).

O Brasil caminha em direcdo ao envelhecimento populacional. De acordo com dados
do Censo 2010, realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), ha mais
pessoas com idade acima de 65 anos do que abaixo de 4 anos. Além disso, em relacdo ao ano
2000, a representatividade dos grupos etarios diminuiu para todas as faixas com até 25 anos e

aumentou nos outros grupos.
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A populagdo com 65 anos ou mais passou de 5,9%, em 2000, para 7,4% em 2010. Ja o
grupo de criangas de zero a quatro anos dos sexos masculino e feminino representavam 4,9%
e 4,7% da populacéo total no ano 2000, respectivamente. Em 2010, esses percentuais cairam
para 3,7% e 3,6%, respectivamente. O aumento da participacdo da populacdo idosa na
piramide etaria € um dos destaques responsaveis pelo crescimento absoluto da populacdo do
Brasil nos ultimos dez anos, que se deu principalmente em virtude do crescimento da

populacédo adulta.

Os dados do Censo 2010, divulgados pelo IBGE, indicam que em no maximo 40 anos,
a piramide etéria brasileira sera semelhante a da Franca atual. O pais tera taxa de natalidade
mais baixa e, com isso, média de idade maior. Ha 50 anos, 0 pais tinha o mesmo perfil etario
do continente africano hoje: muitos jovens e criancas. Desde entdo, a populacdo do pais

cresce em ritmo cada vez mais lento (Figura 1).
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Figura 1: Representacdo grafica da evolucdo das faixas etarias na populagédo
brasileira. Em (A) 1960 e (B) uma projecdo para 2050. Fonte: IBGE 2010.

O envelhecimento é comumente definido como um acimulo de diversas mudancas
deletérias nas células e tecidos que ocorre ao longo dos anos, responsavel por um aumento do

risco de doencgas e morte (TOSATO et al., 2007). A incidéncia de mortalidade e de vérias
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doengas degenerativas como infarto, fraturas no quadril e mal de Alzheimer aumentam
exponencialmente com a idade (CUMMINGS, 2007).

Com o avanco da idade, a massa de varios sistemas como o muscular, 6sseo e cerebral,
diminui. Funcdes fisioldgicas como gasto energético total, quantidade espontanea de
movimentos, reflexos, ténus e resisténcia muscular, batimento cardiaco méximo, funcéo
cognitiva, e taxa de filtracdo glomerular diminuem continuamente com o passar dos anos
(TERMAN, 2006). Evidéncias se acumulam indicando que o envelhecimento e doencas
cronicas / degenerativas sdo causados primariamente devido ao dano gerado pelos radicais
livres. (SPIRDUSO, 2005).

“Imunossenescéncia” ¢ o termo cunhado para a idade associada a diminui¢ao da
competéncia imunoldgica, que torna os individuos mais susceptiveis a doencas e aumenta a
morbidade e mortalidade por infeccbes em idosos, quando comparados aos jovens. O
principal resultado observado com a velhice, é a diminuicdo da imunidade adaptativa e
aumento em baixo grau, do estado inflamatdrio cronico, que tém sido referido como:
“Inflamm-aging”. Dentro dessa perspectiva, a carga antigénica cronica e “Inflamm-aging” sao
fortes candidatos como principais forgas motrizes da taxa de envelhecimento e da patogénese
das principais doencas relacionadas a idade (LARBI et al.,2008).

Medvedev (1990) afirma que existem mais de 300 teorias sobre o envelhecimento e
muitas delas coexistem porque ndo se contradizem ou porque tentam explicar formas

diferentes e independentes de senescéncia.

Considerando a afirmacao de Medvedev, em genética molecular podemos citar alteracdes
na expressdo de proteinas, mutagdo somatica e encurtamento de teldmeros; em bioquimica, a
teoria dos radicais livres e as taxas metabolicas; e na evolugéo, teorias que ndo enfatizam o
envelhecimento como um fendémeno bioldgico, mas como um processo de evolucdo
(OLIVEIRA et al., 2010).

Ha vérias maneiras de classificar e organizar as diferentes teorias do envelhecimento.
Hart & Turturro (1983) sugeriram a adoc¢do de uma escala crescente de abrangéncia: teorias

de base celular, teorias baseadas em Grgdos e sistemas, teorias populacionais e, finalmente,
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teorias integrativas. Hayflick (1985) optou por uma escala mais restrita: teorias
fundamentadas em 6rgdos, de base fisioldgica e gendmica.

Evidéncias indicam que o envelhecimento e as doencas cronicas / degenerativas séo
causados primariamente devido ao dano gerado pelos radicais livres (HARMAN, 1981),
todavia, todas as reacBes quimicas que se manifestam no envelhecimento estdo sujeitas as
influéncias ambientais (HARMAN, 2003; VENDELBO & NAIR, 2011).

O envelhecimento fisiolégico compreende uma serie de alteragcBes nas funcles
organicas e mentais devido exclusivamente aos efeitos da idade avancada sobre o organismo,
fazendo com que 0 mesmo perca a capacidade de manter o equilibrio homeostatico e que
todas as funcbes fisioldgicas gradualmente comecem a declinar. Tais alteracdes tém por
caracteristica principal a diminui¢do progressiva da reserva funcional. Isto significa dizer que
um organismo envelhecido, em condi¢des normais, podera sobreviver adequadamente, porém,
guando submetido as situacGes de estresse fisico, emocional dentre outros, pode apresentar
dificuldades em manter sua homeostase e, desta forma, manifestar sobrecarga funcional, a
qual pode culminar em processos patolégicos, uma vez que ha o comprometimento dos

sistemas enddcrino, nervoso e imunolégico (PEREIRA et al., 2004).

1.2 Neuroimunomodulacédo

O sistema imunolégico possui varias propriedades de extrema importancia a
sobrevivéncia. Regulado por neurotransmissores, proteinas, citocinas e horménios, esta
envolvido com diferentes sistemas do organismo, especialmente 0s sistemas nervosos
auténomo (SNA) e central (SNC) e o sistema endocrino. Os diversos estimulos captados pelo
cérebro durante diferentes situacfes podem agir de maneira benéfica ou prejudicial sobre o
sistema imune, desencadeando uma série de reacBes com conseqiiéncias importantes. Entre

esses estimulos, o estresse merece destaque (BAUER, 2005).

O estudo das interagdes entre os sistemas imune (SI) e nervoso central (SNC) tem
despertado o interesse de inimeros grupos de pesquisa. Esse interesse e os dados dos

trabalhos realizados acabaram por resultar na concep¢do de uma grande area de pesquisa
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conhecida como Psiconeuroimunologia ou Neuroimunomodulagdo. Esta area estuda o0s
mecanismos através dos quais esses sistemas trocam informac6es, influenciando-se
mutuamente, com evidentes implicacdes fisiologicas e patoldgicas (ALVES & PALERMO,
2007).

Atualmente, é sabido que diversos estimulos provenientes do SNC sdo capazes de
modular uma resposta imune. O sistema endocrino — e, em especial, 0 eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal (HPA) — € um dos responsaveis por varios dos elos entre estes dois
sistemas. Participam ainda dessa resposta, endorfinas, tireotrofinas, prostaglandina, hormonio
do crescimento e, principalmente, o sistema nervoso autdnomo simpético (SNAS) (ALVES &
PALERMO, 2007).

Adrian Dunn revisou e agrupou 0s possiveis mecanismos através dos quais o Sl (Sistema
Imune) sinalizaria 0 SNC (Sistema Nervoso Central), destacando: 1) uma acdo direta dos
mediadores do Sl nos locais onde a barreira hematoencefalica é mais permeavel, como nos
orgdos circunventriculares, 2) uma acdo de mediadores do SI em aferéncias periféricas do
SNC, como nas terminagdes do nervo vago, e 3) uma acdo de mediadores do Sl em locais que
funcionariam como interface entre o sistema imunolégico e 0 SNC, sem a necessidade da
transferéncia direta do mediador para dentro deste (por exemplo, citocinas ligando-se a seus
receptores no endotélio da microvasculatura cerebral, gerando mensageiros lipidicos como 0s

prostandides, que podem transitar através de barreiras) (DUNN, 2002).

Muitas pesquisas tém sugerido que a exposi¢do prolongada ao estresse durante a vida,
mais especificamente aos hormdnios do estresse, tem um papel significativo no processo de
envelhecimento (Sapolsky & Meaney, 1986). Estas suposi¢des tém dado origem a um grande
ndmero de estudos envolvendo sistemas neuroenddcrinos. O mais importante sistema
neuroendocrino responsivo ao estresse em humanos é o eixo Hipotalamo - Pituaria (hipofise)-
Adrenal (HPA). Tal eixo é ativado quando a homeostasia do organismo é ameacada,
geralmente em situacdes referidas como estressoras. E essa ativagcdo do eixo HPA é realizada

pela serotonina, acetilcolina e citocinas inflamatorias (HALL et.al, 2012).

Embora os fatores psicoldgicos e fisicos que iniciam o estresse diferem-se, as maneiras

como impactam o sistema imunitario, sdo semelhantes e incluem ativagdo do eixo
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hipotalamico-pituitario-adrenal (eixo HPA) e o simpético adreno-medular (SAM), ambos 0s
quais influenciam o sistema imune (LARBI et al.,2008).

Quando idosos saudaveis sdo avaliados, o processo de imunosenescéncia envolve
involugdo timica, baixa contagem de linfocitos, aumento da frequéncia de apoptose em
leucocitos, diminuigdo na producgdo de citocinas responsaveis pela proliferagdo celular, além
de outras mudancas (BAUER, 2005).

Durante o envelhecimento ocorre uma hiperativacdo do eixo HPA, com liberacédo
intermitente de glicocorticdides (GRUVER et al.,2007). Estes podem se ligar aos leucocitos
inibindo sua proliferacdo, como acontece, por exemplo, com os linfécitos TCD4+, que
auxiliam a resposta imune adaptativa, mediada por anticorpos secretados pelos linfécitos B.
Pode ocorrer também diminuicdo na proliferacdo de linfécitos TCD8+, responsaveis pela
resposta imune inata frente a patdgenos intracelulares (SAPOLSKY et al., 2000). Ocorre
também, um declinio na producdo de citocinas que medeiam as respostas do sistema imune

frente as alteracBes ocorridas no sistema enddcrino (GORONZY et al., 2007).
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Figura 2: Esquema ilustrativo das interagcdes entre 0s sistema nervoso, imune e endocrino.
Fonte: ALVES, 2007.
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1.3 Noradrenalina

A noradrenalina (NA) € um neuro-hormonio liberado pelos vertebrados durante o estresse
agudo, podendo também influenciar na funcdo imune. (BARROS et al., 2012), atua com 0
objetivo de redistribuir o fluxo sanguineo corporal de tal forma a preservar 6rgaos nobres, as
custas de uma reducdo na perfusdo em leitos periféricos. Alem disso, desempenha um papel
relevante na regulacdo do eixo HPA (OLIVEIRA et al., 2005; LEVI & TASKER, 2012).

As catecolaminas tém sido implicadas em muitos aspectos das respostas imunes inata ou
adaptativa. Dentre as suas funcOes estdo: capacidade para modular a eficiéncia na
apresentacdo de antigenos pelas células dendriticas; expansao clonal de linfécitos; a migracéo
ou trafego celular; supressdo da resposta imune celular e aprimoramento da resposta imune
humoral. A Adrenalina e a Noradrenalina, os principais neurotransmissores simpaticos,
modulam o sistema imune através da interacdo com os receptores adrenérgicos acoplados a
proteina G (0i1,002,81,82,83). Assim, a ocupacdo desses receptores estimula ou inibe adenilato
ciclase, o que ira influenciar o papel das citocinas. (TRACY 2009; SZELENY| & VizI 2007 )

H& poucos estudos sobre a regulacdo do eixo simpatico-adrenal-medular (SAM) em
processos inflamatdrios. O sistema nervoso simpético apresenta mudancas com a idade, ha
aumento da atividade ténica em repouso, principalmente indexados pela liberacdo de NA nas
juncdes neuroefetoras. Esta saida de adrenalina e noradrenalina em resposta ao estresse parece
diminuir com a idade. (HEFFNER, 2011.)

Neste contexto, o envelhecimento resulta da reducdo da competéncia adaptativa ao
estresse, pois ocorre uma diminuicdo da resposta simpética causada por trés modificacfes. A
primeira leva a diminui¢do do nimero de receptores de catecolaminas, como a noradrenalina
(NA). Na segunda, ocorre um declinio nas heat shock proteins (proteinas de choque térmico),
gue aumentam a resisténcia ao estresse em varias espécies, inclusive a humana. E, por altimo,
ocorre uma diminuicdo da competéncia das catecolaminas para induzir a producdo dessas
proteinas (TEIXEIRA & GUARIENTO 2010).
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1.4 Granulécitos

O sistema imune inato é mediado por diversos grupos de células incluindo macréfagos,
mondcitos, células natural killer (NK), células dendriticas e granuldcitos que incluem:
neutrdfilos, baséfilos e eusinéfilos. (SCHRODER & RINK, 1999).

Os granuldcitos sdo células fagociticas, envolvidos na defesa ndo especifica e em uma
resposta aguda a agentes infecciosos (SANTIS, 1999). Os basofilos e eosindfilos séo
especializados na resposta imune contra parasitas, alergia e asma. Ja os neutrofilos
constituem-se como a primeira linha de defesa contra a maioria dos agentes patogénicos. Eles
sdo rapidamente recrutados para o local da inflamacédo, através de quimiocinas como IL-8
(RYMKIEWICZ, etal. , 2012). Sua arma bactericida inclui geracdo de oxigénio reativo
intermediario (ROI) e nitrogénio reativo intermediario (RNI), radicais livres, liberacdo de
enzimas degradativas e peptideos microbiais, além de atuar na inflamacdo (THRUSH et. al.,
1978, PANDA et, al.,2009).

Todos os tipos de células imunes sdo afetadas durante o envelhecimento. O efeito deste
sobre as células do sistema imune adaptativo é bem documentado. Em contraste, o
conhecimento sobre as alteracbes observadas em neutréfilos polimorfonucleares (PMN),
relacionadas a idade ainda é limitado (WESSELS et.al., 2010).

Nos leucécitos sanguineos 60 a 70% sao granulécitos e desses, 90% desses sdo
neutréfilos. Dessa forma ndo se pode subestimar a importdncia dessas células na
imunosenescéncia (SCHRODER & RINK, 1999). Estas células podem estar comprometidas
durante o envelhecimento, aumentando ndo somente a morbidade, mas a mortalidade, tanto

por infeccBes bacterianas como doencas inflamatdrias cronicas (PANDA et. al., 2009).

O balango pro e anti-oxidadante pode ser determinado pelo processo fagocitico uma
forma priméria de defesa contra microorganismos que causam infecgdo. (MORONI et
al.,2007).

CHAVES, M.M. e cols (1998 e 2000) demonstraram, em granulécitos, um aumento
das espécies reativas de oxigénio (ERO) a partir dos 40 anos e de nitrogénio (ERN) a partir

dos 50 anos. Concomitantemente com este aumento, estes autores observaram uma
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diminuicéo significativa do poder antioxidante, sugerindo um desequilibrio celular metabdlico
no envelhecimento. (HARMAN, 2003).

Desta forma, os granulocitos tornam-se boas ferramentas para o0 estudo e a
compreensdo dos mecanismos imunorregulatdrios decorrentes do processo de envelhecimento

fisiologico.

1.5 Mecanismos anti-oxidantes

A producdo continua de radicais livres nos processos metabdlicos celulares levou ao
desenvolvimento de mecanismos antioxidantes para atenuar os danos oxidativos (SIES,
1993).

Os antioxidantes sdo definidos como substancias presentes em pequenas quantidades
comparadas com outros substratos oxidativos retardando significativamente ou inibindo a
oxidacdo destes substratos. Eles defendem o organismo dos radicais livres e mantém a
homeostase, mas este mesmo organismo desenvolve diversos sistemas antioxidantes
reparando as enzimas e removendo as moléculas oxidadas. Entretanto, o cérebro néo
apresenta defesas antioxidantes totalmente eficientes, tornando-o vulneravel ao estresse
oxidativo e deficiente em prevenir as doengas oxidativas com o envelhecimento do
organismo. (FLOYD & HENSLEY, 2002).

Os sistemas antioxidantes podem exercer papel neuroprotetor por protegerem o tecido
nervoso de degeneracdo, ocasionados por isquemia ou como resultado de doencas
neurodegenerativas cronicas (RAFII & AISEN, 2009). Defesas antioxidades enddgenas
podem ser tanto ndo-enzimaticas (&cido drico, glutationa, bilirrubina, tidis, albumina,
vitaminas e fendis) como enzimaticas (superoxido dismutases, glutationa peroxidases e
catalase). (FUSCO et al., 2007).
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1.5.1 Acido Caféico

A maior fonte de antioxidantes é proveniente da alimentacdo, principalmente da famiilia
dos fendis (FUSCO et al., 2007).

Dentre os componentes desta familia estd o &cido caféico [3-(3,4-di-hidroxifenil)-2-
propanoico] que é um &cido fendlico encontrado em varios produtos agricolas (SUL et. al.,
2009). Apesar do nome que o remete ao café, e este grdo ser sua principal fonte, o Acido
Caféico pode também ser encontrado em frutas e vegetais como magd, ameixa, uvas e
tomates, sendo possivel isola-lo das folhas de Alsophila spinulosa, uma pteridéfita originaria
da China, com propriedades ja descritas para o tratamento de doencgas neurodegenerativas,

inflamatdrias, cancer, diabetes envelhecimento, dentre outras (MAISTRO et al., 2011).

A figura 3 mostra a formula estrutural do acido caféico.
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Figura 3: Formula estrutural do Acido Caféico

Independentemente da ingestdo, as propriedades bioldgicas dos polifendis somente serdo
aproveitadas se a biodisponibilidade dos mesmos for favoravel. A estrutura quimica dos
polifenois e a composicdo da microflora intestinal determinam a taxa, a extensdo da absorgéo
e a natureza dos metabolitos circulantes no plasma (SCALBERT & WILLIAMSON, 2000).

Ja foi observado um efeito inibitorio desta substadncia em danos oxidativos de células de
ratos (SAKURAI et.al., 2005) e humanas (HSIEH et.al., 2005) expostas a radiacdo UV.
Também observou-se que o &cido caféico faz a retirada de radicais hidroxila e superdxido,
além de agir como doador de hidrogénio (MORI & IWAHASHI, 2009).
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Entretanto, segundo Skibola (2000), os potenciais efeitos toxicos decorrentes da excessiva
ingestdo de flavondides sdo comumente ignorados. Em doses altas, podem agir como
mutagénicos, geradores de radicais livres e inibidores de enzimas chave do metabolismo de

hormonios.

1.6 Mecanismos Neuroprotetores (Oxido Nitrico)

O Oxido Nitrico (NO) é uma importante molécula de sinalizacdo intercelular, que
contribui para a regulacdo do eixo HPA (GADEK-MICHALSKA & BUGAGISKI, 2008).
Exerce fungbes como modulagdo do tbnus vascular, neurotransmissdo, resposta imune e
sinalizacdo celular (TRIPATHI et.al., 2007; FAASSEN & VANIN,2007 ). Além disso, o NO
¢ um importante mensageiro molecular no cérebro e tem uma funcdo importante no
aprendizado e memoria e funciona também como agente neuro protetor (THATCHER et.al.,
2006).

A sintese do NO resulta da oxidagdo de um dos dois nitrogénios guanidino da L-arginina,
que é covertida em L-citrulina. Esta reacdo é catalisada pela 6xido nitrico sintase (NOs)
(BERG et.al., 2008) A familia (NOs) apresenta 3 isoformas: 2 constitutivas (Oxido nitrico
neuronal NOn, Oxido nitrico endotelial - NOe), que sdo dependentes dos fons calcio e da
calmodulina e que estd envolvida diretamente na sinalizagdo celular. A outra forma é a
indutiva (NOi) que sob condi¢gdes normais ndo sdo expressas. Elas s&o induzidas por
citocinase / ou endotoxinas em uma variedade de células incluindo-se macréfagos, linfocitos
T, células endoteliais, midcitos, hepatdcitos, condrocitos, neutrofilos e plaquetas (GUZIK
et.al., 2003). O nivel de (NOi) ¢é baixo no sistema nervoso central, mas ele é induzido por
alguns eventos como a reacdo inflamatoria. As isoformas tanto constitutivas quanto
induzidas,sdo auto reguladas nas células cerebrais sobre condi¢Ges pro-inflamatorias
(TRIPATHI et.al., 2007).

Uma via de sinalizacdo importante na producdo de oOxido nitrito é a via IRS/PI3-
K/Akt/eNOS, que pode ser estimulada pela IL-6. A formacdo das espécies reativas de
nitrogénio (ERN) ocorre pela interagdo com radicais livres. Assim como as espécies reativas

de oxigénio (ERO), as ERN sdo normalmente (teis para 0 organismo, porém, em excesso,
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podem ser toxicas. Desta forma, um balango entre NO' e ERO nos locais de lesdo é essencial
para saber se a sinalizagdo para a resposta sera de dano tecidual ou de reparo ou ainda de
inflamacéo cronica, pois quando existe um aumento de ERO em relacdo a NO', existe maior
producdo de peroxinitrito (maléfico para o organismo — produto da reacdo do 6xido nitrico
com o radical superdxido) e quando existe um aumento de NO- em relacdo ao ERO, existe
maior producdo de alkil peroxinitratos (benéficos) (DARLEY — USMAR et al. , 1995;
FAASSEN & VANIN,2007; GUTTERIDGE, 2007).

1.7 Mecanismos anti e pro-inflamatdérios

Infecgdes e injuria tecidual induzem uma cascata complexa de eventos fisiologicos
conhecida como resposta inflamatoria, que promove protecdo aos tecidos, restringindo 0s
danos no local da infec¢do ou injdria, mas podendo ter efeitos deletérios quando de forma
exacerbada. Varios mediadores participam ativamente da resposta inflamatdria: 1)
qguimiocinas realizam quimiotaxia de leucoctios; 2) enzimas plasmaticas, como bradicinina e
fibrinopeptideos, aumentam a permeabilidade vascular; 3) plasminina degrada coagulos em
produtos quimiotaticos e ativa proteinas do sistema complemento e seus derivados, como
anafilotoxinas que induzem degranulacdo de mastocitos e consequente liberacdo de histamina,
e opsoninas que induzem a opsonizacdo de microrganismos, facilitando a fagocitose; 4)
mediadores lipidicos como tromboxanos, prostaglandinas e leucotrienos participam do
processo de vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular; 5) citocinas induzem efeitos
locais, tais como inducdo da expressdo de moléculas de adesdo e de quimiocinas
(BILATE,2007)

1.7.1 Citocinas

Citocina € o nome genérico que designa o grupo de proteinas envolvidas na emissao
de sinais entre as células, funcionando como um conjunto de agentes imunorreguladores. As
citocinas pré- inflamatdrias atraem células imunes, que respondem aos agentes invasores. A
inflamacéo localizada € uma resposta imunitaria vital, que, quando aguda, é benéfica, mas

quando cronica e silenciosa, pode levar ao desenvolvimento de doencas neurodegenerativas.
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As citocinas anti-inflamatorias sdo uma série de moléculas imunorreguladoras que controlam
as respostas da citocina  pro-inflamatéria. O papel fisiolégico dessas moléculas, na
inflamacdo, e o seu papel patologico, em estados inflamatorios sistémicos, tém sido
gradualmente reconhecidos. Entre as principais citocinas inflamatdrias encontram-se 0s
receptores antagonistas IL-1, IL-4, IL-6, IL-10, IL-11 e I1L-13, conhecidos pelas suas funcdes
de mediadores e reguladores da inflamacdo (BERTELLI et.al.,2010).

A producédo das mesmas é desencadeada quando as células s@o ativadas por diferentes
estimulos, como agentes infecciosos, tumores ou estresse. Elas atuam na comunicagéo entre
as células, promovendo a inducdo ou regulacdo da resposta imune. As principais
caracteristicas das citocinas sdo: 1. Uma mesma citocina pode ser produzida por mais de um
tipo celular; 2. Uma mesma citocina pode ter diferentes efeitos, dependendo das condic¢des do
microambiente — pleiotropismo; 3. Diferentes citocinas podem exercer a mesma fungéo —
redundancia; 4. As citocinas podem potencializar ou inibir o efeito de outras citocinas —
sinergismo ou antagonismo, respectivamente; 5. A maioria das citocinas exerce efeitos
paracrinos (acéo sobre células presentes nas proximidades das células produtoras da citocina)
ou efeitos autdcerinos (acdo sobre o tipo celular que a produz). Além disso, algumas citocinas
exercem efeitos enddcrinos, agindo sobre células presentes em outros locais que nao os da
célula produtora daquela citocina (BILATE, 2007).

O envelhecimento tem sido associado a um aumento crénico dos niveis circulantes de
marcadores inflamatérios, incluindo citocinas pro-inflamatérias e antiinflamatorias,
antagonistas de citocinas e proteinas de fase aguda. A grande variacdo de fatores ambientais,
incluindo tabagismo, infeccdes, obesidade, fatores genéticos, declinio funcional, fragilidade e
diminuicdo de horménios sexuais podem contribuir para atividade inflamatoria sistémica em
idosos. Uma ativagdo imune generalizada relacionada ao envelhecimento pode contribuir para
o0 desenvolvimento da Sindrome de Fragilidade por meio de influéncias patologicas em outros
Orgdos e sistemas. A ativacdo inflamatoria generalizada ocorreria como consequéncia da
falha de mecanismos regulatérios que permitem que células imunes ativadas continuem a
produzir agentes catabdlicos, mesmo depois de cessado o estimulo. A exposicdo em niveis
elevados dessas substancias por um longo periodo contribui para a fragilidade, pela sua agéo
catabdlica (MACEDO et.al.,2008).
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Interleucina 4 (I1L-4)

A interleucina-4 (IL-4) é uma linfocina pleiotropica que desempenha um papel
importante no sistema imune (TAKEDA,1996). Tem efeito anti-inflamatorios e
imunomodulatérios (FORMENTINI et.al.,2012), regula a produgdo de outras
citocinas, bem como de mondcitos, macrofagos, eosindfilos, células endoteliais e
células Natural Killer (Enzo Life science ; LUZINA etal., 2012). As respostas
imunitarias tipo 2, implicam em uma resposta humoral caracterizada pela IL-4
dependente da producéo de IgE e 19G (VIJAYANAND et.al.,2012).

Essa interleucina ja demonstrou in vitro uma atividade antitumoral contra
mielomas, linfomas, leucemia e alguns tumores sélidos (OLEKSOWICZ &
DUTCHER , 1994 ). IL-4 tem sido extensivamente estudada no contexto do seu papel
na imunidade. O acimulo de provas indica, no entanto, que também desempenha um
papel critico nas funcBes superiores do cérebro normal, tais como a memoria e
aprendizagem (GADANI et.al.,2012).

Interleucina 10 (IL-10)

A Interleucina- 10 (IL-10) € uma citocina pleiotropica que estimula varias
células hematopoiéticas (DE DEUS et.al.,2012). E um mediador anti-inflamatério
(FERRARI, 2007), e tambem fator de desativacdo de macrdfagos. Atuando em células
acessorias de macréfagos — mondcitos, para produzir os seus efeitos inibitorios sobre
as células T e células Natural Killer. Ela também regula o crescimento e / ou
diferenciacdo das células B, mastdcitos, granuldcitos, células dendriticas, células

endoteliais e queratindcitos (Enzo Lifescience Catalog ).

A interleucina 10 desempenha um papel central limitando a resposta imune do
hospedeiro a agentes patogénicos, mantendo a homeostase do tecido normal. A
desregulacdo da IL-10 esta associada a um risco aumentado para o desenvolvimento
de muitas patologias auto-imunes. (IYER & CHENG, 2012; SARAIVA & GARRA,
2010). A producdo de IL-10 parece estar associada com muitas células do sistema

imunoldgico, afirmando seu papel crucial como um regulador de “feedback”
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imunologico, em diversas respostas; ndo s6 das células TH1 ,mas também TH2, como
no caso de esquistossomas, Aspergillus spp e alergias (SARAIVA & GARRA, 2010).

Recentes estudos sugerem que a IL-10 é a citocina chave que pode suprimir a
imunidade mediada por células. Tem sido encontrada em niveis elevados em idosos
saudaveis (MACEDO et.al.,2008).

Interleucina 8 (IL-8)

A interleucina-8 (IL-8), também conhecida como CXCL-8, foi originalmente
purificada a partir de lipopolissacarideo (LPS)-estimulados por cultura de mondcitos
humanos e, subsequentemente, mostrou que induzia a quimiotaxia de neutrofilos e
linfécitos-T, ativava os neutrofilos, e aumentava a expressdo e adesdo de dos mesmos
(ASFAHA et.al.,2012).

A interleucina-8 (IL-8) tem propriedades mitogénicas e angiogénicas.
Mondcitos, macréfagos, neutrofilos, linfécitos, fibroblastos dérmicos, queratinécitos,
células endoteliais vasculares, os melandcitos, hepatocitos e varias linhas de células
tumorais séo produtoras de IL-8 (Enzo Lifescience Catalog # ADI-900-156). Em
tecidos inflamados, a fonte priméaria de secrecdo de IL-8 parece ser de células
mielGides, onde o gene é transcricionalmente-regulado por proteina ativadora-1 e o
fator nuclear xB. Essa interleucina € normalmente indetectavel em tecidos saudaveis,
mas sua expressdo é fortemente regulada por citocinas pré-inflamatérias ou fatores
associados a patdgenos, através dos receptores do tipo Toll em tecidos feridos e / ou
infectados. (ASFAHA et.al.,2012).

A presenca de inflamagdo no processo de envelhecimento traduz-se em
acumulacao de neutrofilos, na elevacdo dos niveis plasmaticos de interleucinas IL-6,
IL-8 e TNF-alfa (RODRIGUES,2009).

Diante desses fatos, sabendo-se que pode existir uma inter-relacdo entre
envelhecimento, processos imunes, acdo da noradrenalina e Oxido nitrico, e
mecanismos antioxidantes e antiinflamatérios do acido caféico, buscamos preencher

uma lacuna que ainda existe dentro dessa possivel correlacdo de fatores acima
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mencionados. Assim, nosso estudo pode auxiliar na geragédo de novas terapias que
possam proporcionar uma melhor qualidade de vida dos individuos dentro do

implacavel processo de senilidade.
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito modulador da Noradrenalina e do Acido Caféico, sobre a

producdo de Oxido Nitrico, o processo de Fagocitose e a dosagem de citocinas anti e pro-

inflamatorias, em granuldcitos humanos, durante o processo de envelhecimento .

2.2 Obijetivos Especificos

2.2.1 Avaliar a producdo de Oxido Nitrico (NO) pela Reagdo de Griess, na
presenca ou auséncia de Noradrenalina em Granul6citos humanos, durante o processo

de envelhecimento.

2.2.2 Avaliar o processo de Fagocitose realizado através do Zimozan (ZC3b)
opsonizado corado, na presenca ou auséncia de Noradrenalina em Granulécitos

humanos, durante o processo de envelhecimento.

2.2.3 Avaliar a producdo de Citocinas pro-inflamatérias (IL-8) e
antiinflamatdrias (IL-4 e IL-10) na presenca ou auséncia de Noradrenalina em

Granuldcitos humanos, durante o processo de envelhecimento.

2.2.4 Avaliar o possivel efeito modulador do Acido Caféico sobre a acio da
Noradrenalina através da avaliacdo da producdo de Oxido nitrico, fagocitose e

dosagem de citocinas pro e antiinflamatorias .
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Comité de ética

O projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica (COEP) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), e foi aprovado dentro das normas do
comité em questdo. Projeto de pesquisa CAAE 0663.0.203.000-11.

3.2 Material e Equipamentos

3.2.1 Equipamentos

Autoclave vertical - PHOENIX
Banho-Maria a 37°C — HEMOQUIMICA
Centrifuga — LS — 3PLUS - CELM

Estufa — Shel LAB

Leitor de Microplacas - THERMO PLATE

Microscopio biologico binocular — QUIMIS

3.2.2 Materiais

Alcool 70%v/v

Algodao

Béquer de 50,100,500 mL
Camara de Newbauer espelhada

Eppendorfs de 1,5e 2 mL



IL-4 human ELISA Kit — Catalog.N°900-145 Enzo Life Sciences
IL-8 human ELISA Kit — Catalog.N°900-156 Enzo Life Sciences
IL-10 human ELISA Kit — ADI — 900-036 Enzo Life Sciences
Luvas descartaveis

Papel filme

Pipeta automatica 200 pL

Pipetas de 10,20,50,100,500,1000 pL

Pipeta Pasteur de ponta fina

Pipeta graduada 1,5,10 mL

Péras para pipeta

Placas para cultura de células de 24 pocos

Placas para cultura de células de 96 pocos

Provetas de 25,50,100,1000 mL

Ponteiras para pipetas

Tubos de hemdlise

Tubos siliconizados

3.3-Reagentes

Acido Caféico - CALBIOCHEM
Acido Cloridrico — SYNTH
Acido Fosforico 85% - SIGMA

Azul de Trypan — SIGMA
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Cloreto de potéssio — SYNTH

Cloreto de sédio — SYNTH

Dimetilsulfoxido (DMSO) — SIGMA

Fosfato de sodio bafésico anidro — SYNTH
Fosfato de potassio monobasico anidro — SYNTH
Hemitartarato de Norepinefrina— HIPOLABOR
Hidrdoxido de sodio - VETEC

Leokopac — Bion Ltda.

Monopac — Bion Ltda.

Naftiletilenodiamida - SIGMA

Nitrito de sédio- Synth

RPMI - 1640 — SIGMA

Sulfanilamida — SIGMA

Zimozan - SIGMA

3.4 Solucdes

3.4.1 Solucado tampéo fosfato salina sem calcio e sem magnésio (PBS)

Para o preparo de PBS, foram misturados 0s seguintes sais:
Na,HPO, (1,15 g), KH,PO4 (0,20 g), NaCl (8,0 g), KCI (0,20 g), sendo
0 volume final completado para 1 litro com agua MILLI-Q. O pH da
solugdo (7,3) foi acertado utilizando-se HCI 1N ou NaOH 1N. A

solucéo final foi autoclavada a 121° C por 20 minutos.
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3.4.2 Solugéo de Azul de Trypan

Fez-se a diluicédo de (0,1% em PBS) 0,1 g do corante Azul de
Trypan em 100 mL de solucédo de PBS.

3.4.3 Meio de cultura RPMI

Um frasco de RPMI foi diluido em 900 mL de agua destilada.
Em seguida foram adicionados 2,0 g de bicarbonato de sodio e 1
ampola de 1,5 mL de antibidtico (garamicina 40 mg/mL). O pH foi
ajustado para a faixa de 7,3 — 7,4, utilizando-se NaOH 0,5N. O volume
final da solucdo foi ajustado para 1000 mL. Em seguida a solugédo foi
filtrada em membrana de porosidade de 0,22 microns, e colocada em

recipiente estéril.

3.4.4 Soluc&o de Acido Caféico a 2774 Mm

Para solucdo estoque, o contetdo do frasco (500 mg) foi diluido
em 10 mL de DMSO. Esta solugéo (0,2774 M) foi estocada refrigerada.
Para uso, diluia-se 100 vezes em PBS, para a concentracdo de uso: 2774
uM. Ao (LEE & ZHU, 2006; MAISTRO et al., 2011). No momento do
experimento, era pipetado o volume necessario para se ter uma

concentracdo final de Acido Caféico 500 uM.




40

3.4.5 Soluc&o de Noradrenalina 170x 10™M

Para solugdo estoque, o contetido do frasco (170M) foi diluido
em 100mL de PBS. Esta solucdo (NA 170x10"M) foi estocada
refrigerada. Para realizacdo dos testes, diluia-se em PBS para
concentracdo de uso: NA 170 x 10°®M. No momento do experimento,
era pipetado o volume necessario para se ter uma concentracdo final de
Noradrenalina 170 x 10°M.

3.4.6 Solugéo Padréo de Nitrito

Para o preparo da solucdo 6,9 mg de Nitirito de sodio (NaNo,)
foi dissolvido em 10 mL de PBS; com a obtencdo de uma solucao

padréo a 10 mM.
3.4.7- Gradiente de separacao de células
Para separacéo dos granuldcitos foram utilizados dois gradientes
de densidades diferentes, a saber: Monopaque: (d = 1,08) (Bion LTDA)
Leukopaque: (d = 1,12) (Bion LTDA).
3.4.8 Solugéo de Sufanilamida 1%
Para o preparo da solugéo 1,0g de Sulfanilamida foi dissolvido

em 100mL de Acido Fosférico 2,5%. O contetido foi homogeneizado e

protegido da luz.
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3.4.9 Solucdo de Naftilenodiamida 0,1%

Para o preparo da solucdo 0,1g de Naftilenodiamida foi
dissolvido em 100mL de Acido Fosférico 2,5%. O contetdo foi

homogeneizado e protegido da luz.

3.4.10 Solucéo de Griess

Esta solucdo foi preparada a partir da mistura em proporcoes
iguais da Sulfanilamida 1% com Nafitiletilenodiamida 0,1%. Essa
solucdo é feita no momento da dosagem de nitrito, no Teste de

producéo de Oxido Nitrico.

3.5 Definic¢ao da concentragdo usada para a Noradrenalina

Através de curva concentragdo-resposta escolheu-se a concentracdo da
Noradrenalina,como sendo 170 x 10°M. Os critérios de escolha da mesma, foram que,
nessa concentracdo, houve efeito ativatério dos grupos estimulados, em relacdo ao
controle, a viabilidade celular permaneceu préxima de 95%, e por tratar-se de uma
concentracdo fisiologica (GOSAIN et al., 2009).

3.6 Definigdo da concentracdo usada para o Acido Caféico

Através de curva concentracdo-resposta escolheu-se a concentracdo do Acido
Caféico, como sendo 500uM. Os critérios de escolha da mesma, foram 0s mesmos

usados para a definicdo da concentracdo da Noradrenalina: ativagdo do grupo
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estimulado em relacdo ao grupo controle e permanéncia da viabilidade celular

préximo a 95%.

3.7 Métodos

3.7.1 Selecdo de Doadores

Foram selecionados individuos entre 20 e 80 anos, de ambos 0s sexos,
gue se encontrava em um processo normal de envelhecimento. Para a escolha
dos doadores adotamos critérios de exclusdo de acordo com protocolo
SENIEURS (LIGTHRT et. al.,1984), que é um sistema de estudo no qual
avaliam um individuo saudavel do ndo saudavel que apresenta como critérios
exclusdo, doencas e medicamentos que influenciam nos parametros
imunogerontoldgicos. Os critérios de exclusdao apontados no protocolo sdo:
Fumantes, portadores de infeccdo, inflamagdo, malignéancias, desordens
lipoproliferativas, arteriosclerose, insuficiéncia cardiaca, uso de medicamentos
que influenciem diretamente na funcdo imune. Os individuos foram
selecionados através de um Questionario de Perguntas (3.5.1), aplicado pela
mestranda Raquel Cunha Lara, aos interessados em participar da pesquisa.
Aqueles que estavam &ptos a participacdo, foram submetidos a assinatura de

um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Os individuos foram divididos em 3 (Trés) grupos:
I: 20 a 39 anos
I1: 40 a 59 anos
I11: 60 a 80 anos

Houve aplicacdo de 3 (Trés) protocolos: Fagocitose / Producdo de
Oxido Nitrico / Dosagem de IL-4,1L-8,IL-10. O nimero de doadores para cada
protocolo esta estipulado na tabela abaixo:



Tabela 1: Numero de doadores de acordo com as faixas etarias e protocolos.

GRUPOS / | FAGOCITOSE | PRODUCAO | DOSAGEM | DOSAGEM | DOSAGEM
PROTOCOLOS DE OXIDO | DE IL-4 DE IL-8 DE IL-10
NITRICO

I 10 10 10 10 10

I 10 10 10 10 10

Il 10 10 10 10 10

3.7.2 Questionario de Perguntas para selecdo de doadores
Nome Completo: Idade:

Sexo:

Gravidez? Sim ( )
Fumante? Sim ( )

Alcoolista? Sim ()

N&o ()
N&o ()
Néo ( )

Faz uso de medicamentos? Se sim,quais?

Jé foi diagnosticado como diabético? Sim ()

Tem hipo/hipertireoidismo? Sim ()

3.8 Coleta de Sangue

N&o ( )
NZo ()
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Apo0s leitura e assinatura do TCLE, o sangue periférico foi obtido por pungéo

venosa a partir de voluntarios adultos saudaveis, utilizando tubos contando heparina,
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como anticoagulante (ESMANN et al.,2010) e os neutréfilos foram isolados segundo a
técnica descrita por BICALHO et al., 1981.

Em suma, 4mL de sangue heparinizado foram adicionados sobre 3 mL de
gradiente Monopaque (densidade= 1,12), empilhado sobre 3 mL de gradiente
Leucopaque (densidade= 1,13) em tubos de vidro. Apos centrifugacéo a 2500 rpm por
40 minutos foram obtidas trés fases distintas separadas por dois anéis interfasicos. O
primeiro anel, correspondente as células Mononucleares, e 0 segundo anel,
correspondente aos Granuldcitos. O plasma, correspondente a primeira fase formada
apos centrifugacdo, foi retirado e acondicionado em um tubo de vidro. Em seguida
retirou-se também o anel de mononucleares, sendo esse descartado. Os Granulocitos
foram acondicionados em um tubo siliconizado, que teve seu volume completado com
PBS (pH=7,3) para duas sessdes de lavagem a 1500 rpm por 15 minutos cada. Apos as
duas lavagens as células foram suspensas em 1,0 mL de RPMI. Para utilizagdo, as
mesmas foram diluidas 100 vezes em PBS e contadas em placa de Newbauer. Ajustou-

se 0 volume final para 1 x 10° células em 100 pL.

3.9 Procedimento para obtencdo do ZC3b corado

Inicia-se com a diluicdo do Zimozan estoque: 240 pL de Zimozan estoque é
resuspenso em 760 pL de PBS, formando a solucdo de uso. Em tubos de hemdlise, adiciona-
se 1800uL de PBS e 200uL da solucdo de Zimozan formada, descrita anteriormente. Procede-
se com a centrifugacdo a 1500 rpm/5minutos dessa segunda solucdo formada. O sobrenadante
é entdo retirado e, é entdo adicionado ao tubo de hemdlise 400uL de plasma e 1600uL de
PBS. O tubo de hemolise é colocado em banho-maria a 37°C por 30 minutos, sendo
necessario homogeneizar o contedo a cada 10 minutos. Decorridos os 30 minutos, completa-
se 0 tubo com PBS e o leva para centrifugacédo a 1500 rpm/5 minutos. Essa lavagem deve ser

feita duas vezes. Apos a segunda lavagem, completa-se o tubo com 1000uL de PBS.

Ao Zimozan previamente opsonizado, adiciona-se 20 gotas de Azul de Trypan 1%.
Novamente, o tubo é levado para banho-maria a 37°C, onde seu contetudo deve ser também

homogeneizado a cada 10 minutos. Ap6s os 30 minutos finais, completa-se o tubo com PBS e
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o0 leva para centrifugacdo aos mesmos 1500 rpm/5 minutos. Esta lavagem deve ser feita em
duplicata. Ao fim, retira-se o sobrenadante, e o pellet é resuspenso em 1000uL de PBS.
(PERILLO et.al., 2005).

3.10 Fagocitose através de Microscopia Optica

Ap0s separacdo dos Granuldcitos fez-se o ajuste do volume final, no qual para cada
100 pL de solucdo (Granulécitos +RPMI) tinhamos 1 x10° células. Essas células
granulomatosas foram incubadas em banho-maria, a 37°C por um periodo de 30 minutos. Tal
incubacéo,incluiu: Granulécitos 1 x10° em meio de cultura RPMI, Granulécitos 1 x10°
estimulados com Noradrenalina 17010°M, Granulécitos 1 x10° estimulados com Acido
Caféico 2774puM e Granulécitos 1 x10° estimulados com Noradrenalina 170 x 10°M e Acido
Caféico 2774uM. Em todas essas situacGes de incubacdo, adicionou-se também, zimozan
opsonizado e corado. O zimozan é derivado da levedura Saccharomyces cerevisiae,sendo
portanto, uma particula imunologicamente estranha. Decorrido esse tempo de incubacéo (30
minutos), contou-se pelo microscopio 6ptico, 100 células em processo fagocitico e néo-
fagocitico com auxilio da cdmara de Newbauer. Determinando-se dessa forma a porcentagem

de fagocitose. E importante salientar, que todo o procedimento foi feito em duplicata.
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Tabela 2: Ensaio de Fagocitose — Disposi¢do dos Granuldcitos

Tubos de Granulécitos RPMI Zimozan Acido Norepinefrina
Hemdlise opsonizado Caféico (estoque) 170 x
(estoque) 10Mm
2774 uM
Tubo de 100uL(1X10%) 300pL 100puL
Hemolise 1
Tubo de 100uL(1X10°) 210pL 100uL 90pL
Hemolise 2
Tubo de 100uL(1X10% 250pL 100uL 50pL
Hemolise 3
Tubo de 100pL(1X10°) 160uL 100pL 90uL 50uL
Hemolise 4

*conteldo total de cada tubo = 500uL
**procedimento realizado em duplicata

*** A concentracdo final do Acido Caféico foi de 500uM e da Noradrenalina 170 x 107

3.11 Producéo de Oxido Nitrico pela reacdo de Griess

Foi avaliada a quantificacdo de nitrito segundo reacéo de Griess (GRIESS , 1864) para
observar a producdo de 6xido nitrico por granulécitos no qual segue o seguinte protocolo: 100
pl de granulodcitos foram incubados na presencga ou auséncia de Noradrenalina 170 x 10°M e
Acido Caféico 2774uM. Em todos os ensaios o volume final foi ajustado para 300ul com
RPMI pH 7,4. Os granuldcitos foram mantidos em placas de cultura celular de 24 pogos, em
Estufa a 37°C e 5% CO, (dioxido de carbono) por 16 h. Decorridas essas 16 horas, 0s
granulécitos foram centrifugados a 2500 RPM por 15 minutos. O sobrenadante foi coletado e
utilizado para dosagem do nitrito. O pellet foi resuspenso em 200ul de RPMI pH 7,4 e
imediatamente, submetido a andlise de viabilidade celular. Para dosagem do nitrito, foi
utilizado 100ul de sobrenadante, que foram dispostos em placas de 96 pogos. Aos
sobrenadantes, foram adicionados 100ul de solucdo de Griess, que é formada de sulfanilamina
1% em 2,5% de &cido fosférico e nafitilenodiamina 0,1% em 25% de acido fosforico, na

proporgdo 1:1. O contetdo da placa foi analisado por leitor de ELISA, no comprimento de
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onda 540nm. A concentragdo de nitrito foi calculada por regresséo linear, utilizando a curva

padrdo obtida a partir de uma solucédo de nitrito de s6dio 1 mM e meio de cultura RPMI.

Tabela 3: Producéo de Oxido Nitrico — disposi¢o dos Granulécitos.

Placa de Cultura Granulécitos RPMI Acido Caféico  Norepinefrina 170 x
Celular- 24 2774uM 10Mm
pOcos
Poco 1 100pL(1X10°) 200uL
Poco 2 100pL(1X10°) 146puL 54uL
Poco 3 100pL(1X10°) 170pL 30uL
Poco 4 100pL(1X10°) 116pL 54uL 30uL

*conteudo total de cada poco = 300uL
**procedimento realizado em duplicata
*** A concentracdo final do Acido Caféico foi de 500 uM e da Noradrenalina 170 x 10°
9
M.



Tabela 4: Leitura da Producéo de Oxido Nitrico — Leitor de ELISA 540nm.

Placa de Cultura Celular- 96 pogos

Poco 1

100 pL Sobrenadante de

Granulécitos

100 pL Reagente de Griess

Poco 2

100 pL Sobrenadante de
Granulécitos estimulados

com Norepinefrina 10°M

100 pL Reagente de Griess

Poco 3

100 pL Sobrenadante de
Granulécitos estimulados
com Acido Caféico
500uM

100 pL Reagente de Griess

Poco 4

100 pL Sobrenadante de
Granuldécitos estimulados
com Norepinefrina 10°
M+ Acido Caféico
500uM

100 pL Reagente de Griess

*conteudo total de cada poco = 200 pL

**procedimento realizado em duplicata

3.12 Quantificacao da producéo de citocinas
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A quantificacdo da produgdo de interleucina 4 (IL-4), interleucina 8 (IL-8),

interleucina 10 (1L-10) foi realizada em sobrenadante de cultura de Granulécitos (1 x 10%/100

ul), na presenca ou auséncia de Noradrenalina (170 x 10° M) e Acido Caféico (500 uM), de

acordo com as recomendac6es do fabricante. Os kits utilizados foram:

IL-4 human ELISA Kit — Catalog.N°900-145 Enzo Life Sciences

IL-8 human ELISA Kit — Catalog.N°900-156 Enzo Life Sciences

IL-10 human ELISA Kit — ADI —900-036 Enzo Life Sciences
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3.13 Viabilidade celular

A viabilidade celular foi realizada pelo teste de azul de tripan (OLIVEIRA —LIMA &
DIAS DA SILVA, 1970). Resumidamente, aos granuldcitos ser& adicionada 1 gota de solugéo
0,1% de azul de tripan. Apds este procedimento, os granuldcitos foram observados em camara
de Neubauwer, pelo auxilio do microscopio éptico. Assim, tanto celulas mortas (coloracao
azul) quanto células vivas (brilhantes) foram contadas. Nos ensaios onde o nimero de células
ndo-viaveis ultrapassou 5%, houve descarte das mesmas. Concluindo-se que a viabilidade

celular deve ser sempre superior a 95%.

3.14 Andlise estatistica

O teste estatistico utilizado foi o ndo paramétrico de Mann-Whitney. Este teste
corresponde ao teste “t” para amostras independentes no caso paramétrico e avalia se existe
diferenca significativa entre duas varidveis distintas. O nivel de significancia foi avaliado a
partir de um p-valor e para valores com p<0,05 os resultados foram considerados
significativos e p< 0,01 muito significativos. Também foi usado um teste inicial de ANOVA
seguido pelo pos-teste de Tukey, para a andlise da modulagdo do &cido caféico sobre a
noradrenalina (item 4.2 - Resultados), quando comparamos as faixas etarias entre si. Aqui
sendo considerado significativo os valores onde p< 0,05. Para analise dos resultados utilizou-

se o software Prism 5.
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4 RESULTADOS

4.1. Avaliacao do processo de fagocitose por microscopia optica, geracdo de 6xido nitrico

e producéo de interleucinas pro e antiinflamatorias por granulécitos humanos.

4.1.1 Faixa etaria de 20 a 39 anos

A tabela 5 mostra o perfil fagocitico dos granuldcitos humanos incubados de 3
(trés) formas diferentes, a saber: em estado basal; estimulados com acido caféico 500
uM e estimulados com noradrenalina 170x10™° M . Todos esses, na faixa etéria de 20 a
39 anos. Nossos resultados mostraram que houve um aumento da capacidade de
fagocitose dessas células de defesa, quando as mesmas foram estimuladas por
noradrenalina quando comparadas ao grupo controle (granuldcitos em estado basal).
Tal ativacao foi de 26%0, e ndo foi observada quando os granuldcitos foram incubados

isoladamente com acido caféico.
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Tabela 5: Comparacdo da porcentagem de fagocitose em granuldcitos humanos
estimulados com é&cido caféico e noradrenalina na faixa etaria de 20-39

anos.

Faixa Etaria: 20-39 anos Fagocitose % Ativacdo  %lnibicéo

(MEDIA"EP)

G + ZC3b 66,30 +/- 3,87
G + AC + ZC3b 62,00 +/- 6,94 ; }

G+ NA+ZC3b 83,56 +/- 2,76 * 26 -

* = significativo p<0,05 pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney quando comparado ao grupo controle (G
+ZC3h) G+ZC3b = Granuldcitos (G) 1x10° estimulados com Zimozam opsonizado (ZC3b). G+AC+ZC3b =
Granuldcitos (G) 1x10° estimulados com Acido Caféico (AC) 500 uM e Zimosan opsonizado (ZC3b). G+ NA +
ZC3b = Granulécitos (G) 1x10° estimulados com Noradrenalina (NA) 170x10° M e Zimosan opsonizado
(ZC3h).

A tabela 6 mostra o perfil fagocitico dos granuldcitos humanos, quando o objetivo foi
avaliar a modulagéo do cido caféico sobre a acdo da noradrenalina no processo de fagocitose.
Por isso, fez-se a analise de 2 grupos: o primeiro estimulado com noradrenalina e o segundo
estimulado tanto com a noradrenalina, quanto com o &cido caféico. Nossos resultados
demonstraram que quando o acido caféico foi incubado com a noradrenalina houve uma

inibicdo de 32% da capacidade fagocitica desempenhada pelos granulocitos.
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Tabela 6: Avaliagdo da modulacdo do 4&cido caféico sobre a noradrenalina no
processo de fagocitose, em granuldcitos humanos na faixa etaria de 20 a

39 anos.

Faixa Etaria: 20-39 anos Fagocitose % Ativacdo % Inibicdo

(MEDIAEP)

G+ NA+ZC3b 83,56 +/- 2,76

G + AC +NA +ZC3b 56,40 +/- 7,48 * - 32

* = significativo p<0,05 pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney quando comparado ao grupo controle (G
+NA+ZC3b) G+ NA + ZC3b = Granuldcitos (G) 1x10° estimulados com Noradrenalina (NA) 170x10° M e
Zimosan opsonizado (ZC3b).G+AC+NA+ZC3b = Granuldcitos (G) 1x10° estimulados com Acido Caféico (AC)
500uM , Noradrenalina (NA) 170x10° M e Zimosan opsonizado (ZC3b).

A figura 4 demonstra o perfil de produgdo de éxido nitrico por granulécitos
humanos, incubados com é&cido caféico e noradrenalina, separadamente. Nossos resultados
mostraram que houve um aumento estatisticamente significativo na producao de 6xido nitrico
(medido em mM) por essas células de defesa, quando as mesmas foram estimuladas por &cido
caféico, quando comparadas ao grupo controle (granuldcitos + RPMI). Havendo também,
aumento significativo na producdo de NO, quando os granulécitos foram incubados com

noradrenalina em relagdo ao grupo controle.
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Figura 4 — Comparacdo da producdo de Oxido nitrico por granulécitos humanos
estimulados com &cido caféico e noradrenalina na faixa etaria de 20-39

anos.
Producdo de Oxido Nitrico por Granuldcitos humanos na faixa etéria de 20

a39 anos

G+ RPMI + NA 11.51 — %

+/-1,07

14.66

G+ RPMI + AC 2123 | *

5.87
G + RPMI /0,62 —
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Produgdo de Oxido Nitricoem mM

* = significativo p<0,05 pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney quando comparado ao grupo controle (G
+RPMI). G+RPMI = Granuldcitos (G) 1x10° * meio de cultura (RPMI) [em estado basal]. G+RPMI +AC =
Granuldcitos (G) 1x10° estimulados com Acido Caféico (AC) 500uM. G+ RPMI + NA = Granulécitos (G) 1x10°
estimulados com Noradrenalina (NA) 170x10° M. Valores expressos estatisticamente em forma de média +/-
EP.

A figura 5 ilustra o perfil de producdo de 6xido nitrico por granulécitos humanos
quando o objetivo € avaliar a modulacao do acido caféico sobre a acdo da noradrenalina, na
producdo de NO. Nossos resultados demonstraram que houve diferenca significativa da
capacidade de producdo de éxido nitrico quando o acido caféico é incubado com a
noradrenalina. Ou seja, o acido caféico foi capaz de modular a atividade da noradrenalina,

aumentando em 49% a producéo da molécula de NO.




54

Figura 5 — Avaliagdo da modulagdo do acido caféico sobre a noradrenalina no
processo de produgdo de Oxido nitrico, por granuldcitos humanos na faixa

etaria de 20-39 anos.

Avaliacdo da Modulacdo do Acido Caféico sobre a Noradrenalina no
processo de Producdo de Oxido Nitrico por Granulécitos humanos na faixa
etariade 20 a 39 anos

G+RPMI + AC+ NA 17.22 —_
+/-1,65
11.51
G+RPMI + NA 07 —
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Producio de Oxido Nitricoem mM

G+RPMI + NA = Granulécitos (G) 1x10° estimulados com Noradrenalina (NA) 170x10° M . G+RPMI
+AC+NA = Granulécitos (G) 1x10° estimulados com Acido Caféico (AC) 500uM e Noradrenalina (NA) 170x10°
®M . * = significativo p<0,05 pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Valores expressos estatisticamente
em forma de média +/- EP.

A figura 6 ilustra o perfil de producdo de IL-4 por granulécitos humanos,
estimulados de formas diferentes, como aconteceu para o teste de fagocitose e producdo de
oxido nitrico. Nossos resultados mostraram que houve um aumento estatisticamente
significativo na producdo de IL-4 (medida em pg/mL) pelos granulécitos, quando 0s mesmos
foram estimulados por noradrenalina, quando comparados ao grupo controle (granulécitos +
RPMI). Porém, ndo foi observado diferenca significativa na producdo de interleucina-4,
quando os granuldcitos foram incubados com &cido caféico em relagdo ao mesmo grupo

controle.
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Figura 6 — Avaliagio da producdo de IL-4 por granuldcitos humanos
estimulados por Acido Caféico e Noradrenalina na faixa etaria
de 20-39 anos.

Producdo de IL-4 em pg/mL por Granulécitos humanos na faixa etéria de
20a 39 anos
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N.S. = ndo significativo p>0,05 pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney quando comparado ao grupo
controle (G +RPMI). G+RPMI = Granuldcitos (G) 1x10° * meio de cultura (RPMI) (em estado basal). G+RPMI
+AC = Granuldcitos (G) 1x10° estimulados com Acido Caféico (AC) 500uM. G+ RPMI + NA = Granulécitos
(G) 1x10° estimulados com Noradrenalina (NA) 170x10° M. Valores expressos estatisticamente em forma de
média +/- EP.

A figura 7 ilustra o perfil de producdo de IL-4 por granuldcitos humanos quando o
objetivo foi avaliar a modulacdo do &cido caféico sobre a acdo desempenhada pela
noradrenalina, dentro do processo de producdo da interleucina-4, no grupo de 20-39 anos.
Nossos resultados demonstraram que houve diferenca significativa da capacidade de producéo
da IL-4 quando o acido caféico é incubado com a noradrenalina, quando comparado aos
granuldcitos estimulados isoladamente pela catecolamina em questdo. Ou seja, o acido caféico
foi capaz de modular a atividade da noradrenalina, diminuindo a producéo de IL-4, em
22%.
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Figura 7 — Avaliagdo da modulagdo do acido caféico sobre a noradrenalina no
processo de producdo da IL-4, por granulécitos humanos na faixa etéria
de 20-39 anos.

Avaliacdo da Modulacdo do Acido Caféico sobre a Noradrenalina no
processo de producdo de IL-4 por Granulocitos humanos na faixa etaria de
20a 39 anos
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G+RPMI + NA = Granulécitos (G) 1x10° estimulados com Noradrenalina (NA) 170x10° M . G+RPMI
+AC+NA = Granuldcitos (G) 1x10° estimulados com Acido Caféico (AC) 500uM e Noradrenalina (NA)170x10"
® M. * = significativo p<0,05 pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Valores expressos estatisticamente

em forma de média +/- EP.

A figura 8 ilustra o perfil de producdo de IL-10 por granuldcitos humanos.
Nossos resultados mostraram que ndo houve diferenga significativa na producdo de IL-10
(medida em pg/mL) pelos granuldcitos, quando os mesmos foram estimulados por
noradrenalina na concentracdo em uso ou por acido caféico; ambos comparados ao grupo

controle (granulécitos + RPMI).
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Figura 8 — Avaliagdo da produgdo de IL-10 por granuldcitos humanos estimulados
por acido caféico e noradrenalina na faixa etaria de 20-39 anos.

Producdo de IL-10 por granulocitos humanos na faixa etaria de 20a 39
anos
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N.S. = ndo significativo p>0,05 pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney quando comparado ao grupo
controle (G +RPMI). G+RPMI = Granulécitos (G) 1x10° * meio de cultura (RPMI) (em estado basal). G+RPMI
+AC = Granuldcitos (G) 1x10° estimulados com Acido Caféico (AC) 500uM. G+ RPMI + NA = Granulécitos
(G) 1x10° estimulados com Noradrenalina (NA) 170x10° M. Valores expressos estatisticamente em forma de
média +/- EP.

A figura 9 ilustra o perfil de producdo de IL-10 por granuldcitos humanos,
objetivando avaliar a modulacdo do 4&cido caféico sobre a acdo desempenhada pela
noradrenalina na producdo desta interleucina. Nossos resultados demonstraram que ndo houve
diferenca significativa da capacidade de producédo de IL-10 quando o acido caféico é incubado

com a noradrenalina.
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Figura 9 — Avaliacgdo da modulagdo do acido caféico sobre a noradrenalina no
processo de producdo de IL-10, por granul6citos humanos na faixa

etaria de 20-39 anos.

Avaliacdo da Modulacdo do Acido Caféico sobre a Noradrenalina no
processo de producdo de IL-10 por Granulocitos humanos na faixa etaria
de 20a 39 anos
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G+RPMI + NA = Granulécitos (G) 1x10° estimulados com Noradrenalina (NA) 170x10"° M. G+RPMI +AC+NA
= Granuldcitos (G) 1x10° estimulados com Acido Caféico (AC) 500uM e Noradrenalina (NA)170x10°M . N.S.
= nao significativo p>0,05 pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Valores expressos estatisticamente em

forma de média +/- EP.

A figura 10 fornece o perfil de producdo de IL-8 por granuldcitos humanos
incubados sob estimulagdes distintas como relatado até o momento. Nossos resultados
mostraram que houve diferenca estatisticamente significativa na producdo de IL-8 (medida
em pg/mL) pelos granulécitos, quando os mesmos foram estimulados por acido caféico
quando comparados ao grupo controle (granulécitos + RPMI). A producdo de IL-8 na
estimulacdo dos granulécitos com &cido caféico diminuiu 88%. Ao contréario do que foi
relatado pela estimulacdo com o acido fendlico em questdo, observamos também, que a
incubacdo desses mesmos granulécitos com noradrenalina, apresentou diferenca
estatisticamente significativa quando comparada ao controle; onde temos, uma ativacdo de

12% na produgéo dessa citocina pro-inflamatoria.
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Figura 10 — Avaliacdo da producdo de IL-8 por granuldcitos humanos estimulados por
acido caféico e noradrenalina na faixa etaria de 20-39 anos.

Producdo de IL-8 por granulocitos humanos na faixa etaria de 20 a 39 anos
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* = significativo p<0,05 pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney quando comparado ao grupo controle (G
+RPMI) ** = significativo p<0,01 pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney quando comparado ao grupo
controle (G +RPMI) G+RPMI = Granulécitos (G) 1x10° * meio de cultura (RPMI) (em estado basal). G+RPMI
+AC = Granuldcitos (G) 1x10° estimulados com Acido Caféico (AC) 500uM. G+ RPMI + NA = Granulécitos
(G) 1x10° estimulados com Noradrenalina (NA) 170x10° M. Valores expressos estatisticamente em forma de
média +/- EP

A figura 11 ilustra o perfil de producéo da IL-8 por granulécitos humanos quando o
objetivo foi avaliar a modulacdo do acido caféico sobre a acdo desempenhada pela
noradrenalina, dentro do processo de producdo de interleucina-8, no grupo de 20-39 anos.
Nossos resultados demonstraram que houve diferenca significativa da capacidade de producéo
de IL-8 quando o éacido caféico € incubado com a noradrenalina. Tal acido, modula
negativamente a acdo da noradrenalina, diminuindo em 91% a producdo da citocina pro-

inflamatéria IL-8.
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Figura 11 - Avaliacdo da modulacdo do é&cido caféico sobre a noradrenalina no
processo de producdo de IL-8, por granuldcitos humanos na faixa etaria
de 20-39 anos.

Avaliacdo da Modulac3o do Acido Caféico sobre a Noradrenalina no
processo de producdo de IL-8 por Granulocitos humanos na faixa etaria de
20a 39anos
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G+RPMI + NA = Granulécitos (G) 1x10° estimulados com Noradrenalina (NA) 170x10° M. G+RPMI +AC+NA
= Granulécitos (G) 1x10° estimulados com Acido Caféico (AC) 500uM e Noradrenalina (NA)170x10° M. ** =
significativo p<0,01 pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Valores expressos estatisticamente em forma
de média +/- EP.
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4.1.2 Faixa etaria de 40 a 59 anos

A tabela 7 ilustra o perfil fagocitico dos granuldcitos humanos incubados de 3
(trés) formas diferentes, a saber: em estado basal; estimulados com &acido caféico e por ultimo,
estimulados com noradrenalina (essas trés maneiras de incubagdo sdo as mesmas da faixa
etaria anterior, e ira se repetir ao longo de todos os testes realizados). Todos esses, na faixa
etaria de 40 a 59 anos. Nossos resultados mostraram que houve um aumento da capacidade de
fagocitose dessas células de defesa, quando as mesmas foram estimuladas por noradrenalina,
quando comparadas ao grupo controle (granulécitos em estado basal). A ativacdo foi de
34%; entretanto, ndo foram observadas alteracdes quando os granulécitos foram incubados

com acido caféico.

Tabela 7: Comparacdo da porcentagem de fagocitose em granuldcitos humanos estimulados

com &cido caféico e noradrenalina na faixa etaria de 40-59 anos.

Faixa Etéria: 40-59 anos Fagocitose % Ativacdo % Inibicao

(MEDIA"EP)

G +ZC3b 51,63 +/- 4,11

G+ AC +ZC3b 46,00 +/- 6,76 - -

G+ NA+ZC3b 69,38 +/- 2,20 * 34 =

* = significativo p<0,05 pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney quando comparado ao grupo controle (G
+ZC3h) G+ZC3b = Granuldcitos (G)1x10° estimulados com Zimozam opsonizado (ZC3b). G+AC+ZC3b =
Granuldcitos (G) 1x10° estimulados com Acido Caféico (AC) 500uM e Zimosan opsonizado (ZC3b). G+ NA +
ZC3b = Granulécitos (G) 1x10° estimulados com Noradrenalina (NA) 170x10° M e Zimosan opsonizado
(zC3b).

A tabela 8 mostra o perfil fagocitico dos granulécitos humanos quando o

objetivo foi avaliar a modulacdo do acido caféico sobre a acdo desempenhada pela
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noradrenalina dentro do processo de fagocitose. Nossos resultados demonstraram que quando
tal acido foi incubado com a NA houve uma inibicdo de 20% da capacidade fagocitica

desempenhada pelos granulécitos.

Tabela 8: Avaliagio da Modulacdo do é&cido caféico sobre a noradrenalina no
processo de fagocitose, em granuldcitos humanos na faixa etaria de 40 a

59 anos.

Faixa Etéria: 40-59 anos Fagocitose % Ativagdo % Inibicdo

(MEDIA"EP)

G+ NA+ZC3b 69,38 +/- 2,20

G + AC +NA +ZC3b 55,5+/-5,83* - 20

* = significativo p<0,05 pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney quando comparado ao grupo controle (G
+NA+ZC3b) G+ NA + ZC3b = Granul6citos(G)1x10° estimulados com Noradrenalina (NA)170x10°M e
Zimosan opsonizado (ZC3b).G+AC+NA+ZC3b = Granuldcitos (G)1x10° estimulados com Acido Caféico (AC)
500uM , Noradrenalina (NA) 170x10° M e Zimosan opsonizado (ZC3b).

A figura 12 demonstra o perfil de producdo de Oxido nitrico por granuldcitos
humanos incubados das trés formas j& mencionadas. Nossos resultados mostraram que houve
um aumento estatisticamente significativo na producéo de 6xido nitrico (medido em mM) por
essas células de defesa, quando as mesmas foram estimuladas por &cido caféico, quando
comparadas ao grupo controle (granulécitos + RPMI). Ja quando analisamos os granul6citos
estimulados com noradrenalina, ndo se percebeu diferenca significativa em relacdo ao

controle.
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Figura 12 — Comparacdo da producdo de Oxido nitrico por granuldcitos humanos
estimulados com &cido Caféico e noradrenalina na faixa etaria de 40-59

anos.

Producdo de Oxido Nitrico por Granulécitos humanos na faixa etéria de 40
a 59 anos
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* = significativo p<0,05 pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney quando comparado ao grupo controle (G
+RPMI) G+RPMI = Granulécitos (G) 1x10° * meio de cultura (RPMI) [em estado basal]. G+RPMI +AC =
Granulécitos (G)1x10° estimulados com Acido Caféico (AC) 500uM. G+ RPMI + NA = Granulécitos (G) 1x10°
estimulados com Noradrenalina (NA) 170x10° M. Valores expressos estatisticamente em forma de média +/-
EP.

A figura 13 ilustra o perfil de producdo de oxido nitrico por granulécitos
humanos com o objetivo de avaliar a modulacdo do é&cido caféico sobre a acdo da
noradrenalina, na producdo deste neuroprotetor. Nossos resultados demonstraram que houve
diferenca significativa da capacidade de producdo de NO quando o acido caféico foi incubado
com a noradrenalina. Ou seja, o acido caféico modulou negativamente a geracdo de NO,

ocorrendo portanto, uma diminuicdo a producdo de éxido nitrico em 34%.



64

Figura 13 - Avaliacdo da modulacdo do é&cido cafeico sobre a noradrenalina no
processo de producdo de 6xido nitrico por granulécitos humanos na faixa

etaria de 40-59 anos.

Avaliacdo da Modulacdo do Acido Caféico sobre a Noradrenalina no
processo de Producdo de Oxido Nitrico por Granuldcitos humanos na faixa
etariade 40a 59 anos

5.26
G+RPMI +AC+ NA D — "
7.99
G+ RPMI+NA e —
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Producdo de Oxido Nitricoem mvl

G+RPMI + NA = Granulécitos (G) 1x10° estimulados com Noradrenalina (NA) 170x10° M . G+RPMI
+AC+NA = Granulécitos (G) 1x10° estimulados com Acido Caféico (AC) 500uM e Noradrenalina (NA) 170x10°
°M . * = significativo p<0,05 pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Valores expressos estatisticamente
em forma de média +/- EP.

A figura 14 ilustra o perfil de producdo da IL-4 por granulécitos humanos. Nossos
resultados mostraram que ndo houve diferencga estatisticamente significativa na producédo de
IL-4 (medida em pg/mL) pelos granuldcitos, quando os mesmos foram estimulados por
noradrenalina, quando comparadas ao grupo controle (granuldcitos + RPMI). Também, nédo
encontramos nenhuma alteracdo na producdo dessa citocina anti-inflamatdria, ao estimular os

granulocitos com acido cafeéico.
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Figura 14 — Avaliacdo da producdo de IL-4 por granuldcitos humanos estimulados
por &cido caféico e noradrenalina na faixa etéria de 40-59 anos.

Producdo de IL-4 em pg/mL por Granulocitos humanos na faixa etéaria de
40a 59 anos
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N.S. = ndo significativo p>0,05 pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney quando comparado ao grupo
controle (G +RPMI) G+RPMI = Granulécitos (G) 1x10° * meio de cultura (RPMI) [em estado basal]. G+RPMI
+AC = Granulécitos (G) 1x10° estimulados com Acido Caféico (AC) 500uM. G+ RPMI + NA = Granulécitos
(G) 1x10° estimulados com Noradrenalina (NA) 170x10°M. Valores expressos estatisticamente em forma de
média +/- EP.

A figura 15 ilustra o perfil de producéo de IL-4 por granulécitos humanos quando o
objetivo é avaliar a modulacédo do acido caféico sobre a acdo da noradrenalina na producédo de
interleucina-4. Nossos resultados demonstraram que houve diferenca significativa da
capacidade produtiva de IL-4 quando o &cido caféico foi incubado com a noradrenalina. Ou
seja, 0 acido caféico foi capaz de modular a atividade da noradrenalina, diminuindo a

producéo de IL-4, em 17%.
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Figura 15 - Avaliacdo da modulacdo do é&cido cafeico sobre a noradrenalina no
processo de expressdo de IL-4, por granul6citos humanos na faixa etaria
de 40-59 anos.

Avaliacdo da Modulac3o do Acido Caféico sobre a Noradrenalina no
processo de producdo de IL-4 por Granulocitos humanos na faixa etaria de
40a 59 anos
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G+RPMI + NA = Granulécitos (G) 1x10° estimulados com Noradrenalina (NA) 170x10° M. G+RPMI +AC+NA
= Granulécitos (G) 1x10° estimulados com Acido Caféico (AC) 500uM e Noradrenalina (NA) 170x10° M. * =
significativo p<0,05 pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Valores expressos estatisticamente em forma
de média +/- EP.

A figura 16 ilustra o perfil de producdo de IL-10 por granulécitos humanos.
Nossos resultados mostraram que ndo houve diferenca estatisticamente significativa na
producdo de IL-10 (medida em pg/mL) pelos granuldcitos, quando os mesmos foram
estimulados por noradrenalina, quando comparadas ao grupo controle (granulécitos + RPMI).
Porém, observamos diferenca significativa na producdo de interleucina-10, quando o0s
granuldcitos foram incubados com &cido caféico, em relagdo ao grupo controle. Percebendo-

se uma inibicéo na producéao de IL-10 de 44%.
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Figura 16 — Avaliacdo da produgdo de IL-10 por granulécitos humanos estimulados
por acido caféico e noradrenalina na faixa etaria de 40-59 anos.

Producado de IL-10 por granulocitos humanos na faixa etaria de 40 a 59
anos
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* = significativo p<0,05 pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney quando comparado ao grupo controle (G
+RPMI) G+RPMI = Granulécitos (G) 1x10° * meio de cultura (RPMI) [em estado basal]. G+RPMI +AC =
Granuldcitos (G) 1x10° estimulados com Acido Caféico (AC) 500uM. G+ RPMI + NA = Granulécitos (G) 1x10°
estimulados com Noradrenalina (NA) 170x10° M. Valores expressos estatisticamente em forma de média +/-
EP.

A figura 17 ilustra o perfil de producédo de IL-10 por granulécitos humanos quando o
objetivo foi avaliar a modulacdo do acido caféico sobre a acdo da noradrenalina, na producéo
de interleucina-10. Nossos resultados demonstraram que o acido caféico nao foi capaz de

modular a acdo da noradrenalina nessa faixa etaria.
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Figura 17 - Avaliacdo da modulacdo do acido caféico sobre a noradrenalina na
producdo de  IL-10, por granul6citos humanos na  faixa

etaria de 40-59 anos.

Avaliacdo da Modulac3o do Acido Caféico sobre a Noradrenalina no
processo de producdo de IL-10 por Granulocitos humanos na faixa etaria
de 40 a 59 anos
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G+RPMI + NA = Granulécitos (G) 1x10° estimulados com Noradrenalina (NA) 170x10”° M. G+RPMI +AC+NA
= Granulécitos (G) 1x10° estimulados com Acido Caféico (AC) 500uM e Noradrenalina (NA) 170x10° M. N.S.
= nao significativo p>0,05 pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Valores expressos estatisticamente em

forma de média +/- EP.

A figura 18 mostra o perfil de producdo de IL-8 por granuldcitos humanos
incubados das trés formas ja citadas anteriormente. Nossos resultados mostraram que néo
houve diferenca estatisticamente significativa na producédo de IL-8 (medida em pg/mL) pelos

granulécitos, quando os mesmos foram estimulados por acido caféico, ou por noradrenalina.
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Figura 18 — Avaliacdo da produgdo de IL-8 por granuldcitos humanos estimulados
por acido caféico e noradrenalina na faixa etaria de 40-59 anos.

Producdo de IL-8 por granulocitos humanos na faixa etaria de 40 a 59
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N.S. = ndo significativo p>0,05 pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney quando comparado ao grupo
controle (G +RPMI). G+RPMI = Granulécitos (G) 1x10° * meio de cultura (RPMI) [em estado basal]. G+RPMI
+AC = Granuldcitos (G) 1x10° estimulados com Acido Caféico (AC) 500uM. G+ RPMI + NA = Granulécitos
(G) 1x10° estimulados com Noradrenalina (NA) 170x10° M. Valores expressos estatisticamente em forma de
média +/- EP.

A figura 19 ilustra o perfil de producdo de IL-8 por granuldcitos humanos
objetivando avaliar a modulagdo do &cido caféico sobre a acdo da noradrenalina na producao
de interleucina-8. Nossos resultados demonstraram que houve diferenca significativa da
capacidade produtiva de IL-8, quando o acido caféico é incubado com a noradrenalina. Tal
acido modula negativamente a a¢ao dessa catecolamina. Diminuindo em 54%, a producéo da

citocina pro-inflamatoria I1L-8.
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Figura 19 — Avaliagdo da modulacdo do &cido caféico sobre a noradrenalina na
producdo de IL-8 por granul6citos humanos na faixa etaria
de 40-59 anos.

Avaliacdo da Modulacdo do Acido caféico sobre a Noradrenalina no
processo de producdo de IL-8 em pg/mL por Granuldcitos humanos na
faixa etaria de 40 a 59 anos
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G+RPMI + NA = Granulécitos (G) 1x10° estimulados com Noradrenalina (NA) 170x10”° M. G+RPMI +AC+NA
= Granulécitos (G) 1x10° estimulados com Acido Caféico (AC) 500uM e Noradrenalina (NA) 170x10° M. * =
significativo p<0,05 pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Valores expressos estatisticamente em forma
de média +/- EP.
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4.1.3 Faixa etaria de 60 a 80 anos

A tabela 9 ilustra o perfil fagocitico dos granuldcitos humanos incubados de 3 (trés)
formas diferentes, a saber: em estado basal; estimulados com &cido caféico e por fim,
estimulados com noradrenalina. Todos esses, na faixa etaria de 60 a 80 anos. N0Ss0s
resultados mostraram que ndo houve diferenca significativa da capacidade de fagocitose
dessas células de defesa, quando as mesmas foram estimuladas por noradrenalina ou acido

caféico, quando comparadas ao grupo controle (granulécitos em estado basal).

Tabela 9: — Comparacdo da porcentagem de fagocitose em granuldcitos humanos estimulados

com acido caféico e noradrenalina na faixa etaria de 60-80 anos.

Faixa Etéria: 60-80 anos Fagocitose % Ativacdo % Inibicao

(MEDIA"EP)
G +ZC3b 67,80 +/- 1,88

G+ AC +ZC3b 72,70 +/- 1,66 - -

G+ NA+ZC3b 70,40 +/- 2,09 - =

G+ZC3b = Granulécitos (G) 1x10° estimulados com Zimozam opsonizado (ZC3b). G+AC+ZC3b = Granulécitos
(G) 1x10° estimulados com Acido Caféico (AC) 500uM e Zimosan opsonizado (ZC3b). G+ NA + ZC3b =

Granuldcitos (G) 1x10° estimulados com Noradrenalina (NA) 170x10° M e Zimosan opsonizado (ZC3b).

A tabela 10 mostra o perfil fagocitico dos granuldcitos humanos na avaliacdo da
modulacdo do &cido caféico sobre a acdo da noradrenalina no processo fagocitico,como foi
realizado para as faixas etarias anteriores. Nossos resultados demonstraram que houve
diferenca significativa da capacidade fagocitica quando o &cido caféico foi incubado com a
noradrenalina. Ou seja, o acido caféico foi capaz de modular a atividade da noradrenalina,
diminuindo em 6% a capacidade de fagocitose dos granuldcitos.
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Tabela 10: Awvaliacdo da modulagdo do &cido caféico sobre a noradrenalina no
processo de fagocitose, em granuldcitos humanos na faixa etaria de 60 a

80 anos.

Faixa Etaria: 60-80 anos Fagocitose % Ativacdo % Inibicdo

(MEDIAEP)

G+NA+ZC3b 70,40 +/- 2,09

G + AC +NA +ZC3b 66,10 +/- 2,22 - 06

G+ NA + ZC3b = Granuldcitos (G) 1x10° estimulados com Noradrenalina (NA) 170x10°M e Zimosan
opsonizado (ZC3b). G+AC+NA+ZC3b = Granulécitos (G) 1x10° estimulados com Acido Caféico (AC) 500uM ,
Noradrenalina (NA) 170x10° M e Zimosan opsonizado (ZC3b).

A figura 20 ilustra o perfil de produgdo de éxido nitrico por granul6citos humanos
estimulados igualmente como na fagocitose (em estado basal; estimulados com acido caféico
e por fim, estimulados com noradrenalina). Nossos resultados mostraram que ndo houve
diferenca estatisticamente significativa na producdo de d6xido nitrico (medido em mM) por
essas células de defesa, quando as mesmas foram estimuladas tanto por acido caféico, quanto

por noradrenalina.
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Figura 20 — Comparacdo da producdo de Oxido nitrico por granuldcitos humanos na
faixa etéria de 60-80 anos.

Producdo de Oxido Nitrico -NO- medidos em Mm em Granuldcitos, na
faixa etaria de 60-80 anos

9.65 N.S.
G+RPMI + NA +/-115 —
11.82
G+ RPMI + AC +/-1.20 —— N.S.
10.11
G + RPMI +/-1.40 —
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Producdo de Oxido Nitricoem mM

N.S. = ndo-significativo p>0,05 pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney quando comparado ao grupo
controle (G +RPMI) G+RPMI = Granulécitos (G) 1x10° * meio de cultura (RPMI) [em estado basal]. G+RPMI
+AC = Granuldcitos (G) 1x10° estimulados com Acido Caféico (AC) 500uM. G+ RPMI + NA = Granulécitos
(G) 1x10° estimulados com Noradrenalina (NA) 170x10° M. Valores expressos estatisticamente em forma de

média +/- EP.

A figura 21 ilustra o perfil de producdo de éxido nitrico por granulécitos humanos
para a avaliacdo da modulacdo do &cido caféico sobre a noradrenalina. Nossos resultados
demonstraram que ndo houve diferenca significativa da capacidade de producdo de NO
guando o acido caféico foi incubado com a noradrenalina. Ou seja, 0 acido caféico nédo

demonstrou capacidade efetiva em modular a atividade da noradrenalina.
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Figura 21 - Avaliacdo da modulagdo do é&cido cafeico sobre a noradrenalina no
processo de producdo de Oxido nitrico por granulécitos humanos na

faixa etaria de 60-80 anos.

Avaliacdo da Modulacdo do Acido Caféico sobre a Noradrenalina no
processo de producio de Oxido Nitrico em Granulécitos humanos na
faixa etariade 60 - 80 anos
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G+RPMI + NA = Granulécitos (G) 1x10° estimulados com Noradrenalina (NA) 170x10”° M. G+RPMI +AC+NA
= Granulécitos (G) 1x10° estimulados com Acido Caféico (AC) 500uM e Noradrenalina (NA) 170x10° M. N.S.
= nao significativo p>0,05 pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Valores expressos estatisticamente em

forma de média +/- EP.

A figura 22 ilustra o perfil de producdo da IL-4 por granuldcitos humanos
incubados com os 3 (trés) protocolos de referéncia. Nossos resultados mostraram que nédo
houve diferenca estatisticamente significativa na producédo de IL-4 (medida em pg/mL) pelos
granuldcitos, quando os mesmos foram estimulados por noradrenalina, quando comparados ao
grupo controle (granul6citos + RPMI). Também, ndo foi observada diferenca significativa na
producdo de interleucina-4, quando os granulécitos foram incubados com &cido caféico em

relagdo ao grupo controle.
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Figura 22 — Avaliagdo da produgdo de IL-4 por granuldcitos humanos estimulados

por &cido caféico e noradrenalina na faixa etéria de 60-80 anos.

150

120

90

60

30

Producdo de IL-4 em pg/mL

Produgdo de IL-4 em pg/mL por Granulécitos humanos na faixa etéaria de

60a 80 anos
N.S.
I N.S
I
130.03
113.67 +{- 30,78
+/- 27,92 84.767
+/- 31,09
G+ RPMI G+ RPMI + AC G+ RPMI + NA

N.S. = ndo significativo p>0,05 pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney quando comparado ao grupo
controle (G +RPMI) G+RPMI = Granulécitos (G) 1x10° * meio de cultura (RPMI) [em estado basal]. G+RPMI
+AC = Granuldcitos (G) 1x10° estimulados com Acido Caféico (AC) 500uM. G+ RPMI + NA = Granulécitos

(G) 1x10° estimulados com Noradrenalina (NA) 170x10° M. Valores expressos estatisticamente em forma de

média +/- EP

A figura 23 ilustra o perfil de producdo de IL-4 por granul6citos humanos para

avaliar a modulacdo do acido caféico sobre a acdo da noradrenalina. Nossos resultados

demonstraram que ndo houve diferenca significativa da capacidade de producdo de IL-4

quando o &cido caféico € incubado com a noradrenalina.
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Figura 23 — Avaliacdo da modulagdo do &cido caféico sobre a noradrenalina na producdo de
IL-4 por granulécitos humanos na faixa etéria de 60-80 anos.

Avaliacdo da Modulacdo do Acido Caféico sobre a Noradrenalina no
processo de producdo de IL-4 por Granulocitos humanos na faixa etaria de
60a 80anos
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G+RPMI + NA = Granulécitos (G) 1x10° estimulados com Noradrenalina (NA) 170x10°° M. G+RPMI +AC+NA
= Granulécitos (G) 1x10° estimulados com Acido Caféico (AC) 500uM e Noradrenalina (NA) 170x10° M. N.S.
= nao significativo p>0,05 pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Valores expressos estatisticamente em

forma de média +/- EP.

A figura 24 ilustra o perfil de producéo de IL-10 por granuldcitos humanos.
Nossos resultados mostraram que houve diferenca estatisticamente significativa na producéo
de IL-10 (medida em pg/mL) pelos granuldcitos, quando os mesmos foram estimulados por
acido caféico, quando comparados ao grupo controle (granuldcitos + RPMI); percebe-se que
houve uma diminuicdo de 31% na producdo dessa citocina antiinflamatéria. Porém, ndo foi
observada diferenca significativa na producdo de interleucina-10, quando os granuldcitos

foram incubados com noradrenalina em relagcéo ao grupo controle.
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Figura 24 — Avaliacdo da produgdo de IL-10 por granulécitos humanos estimulados

por &cido caféico e noradrenalina na faixa etéria de 60-80 anos.
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* = significativo p<0,05 pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney quando comparado ao grupo controle (G
+RPMI) G+RPMI = Granulécitos (G) 1x10° * meio de cultura (RPMI) [em estado basal]. G+RPMI +AC =
Granuldcitos (G) 1x10° estimulados com Acido Caféico (AC) 500uM. G+ RPMI + NA = Granulécitos (G) 1x10°

estimulados com Noradrenalina (NA) 170x10° M. Valores expressos estatisticamente em forma de média +/- EP

A figura 25 ilustra o perfil de producdo de IL-10 por granuldcitos humanos

guando o objetivo foi avaliar a modulacdo do &cido caféico sobre a acdo da noradrenalina.

Nossos resultados demonstraram que n&o houve diferenga significativa da produgéo de IL-10

quando ambos foram incubados conjuntamente..
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Figura 25 — Avaliacdo da modulacdo do é&cido caféico sobre a noradrenalina na de

produgdo de IL-10, por granulécitos humanos na faixa etaria de 60-80

anos.
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G+RPMI + NA = Granulécitos (G)1x10° estimulados com Noradrenalina (NA) 170x10° M. G+RPMI +AC+NA
= Granulécitos (G) 1x10° estimulados com Acido Caféico (AC) 500uM e Noradrenalina (NA) 170x10° M. N.S.
= ndo significativo p>0,05 pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Valores expressos estatisticamente em

forma de média +/- EP.

A figura 26 fornece o perfil de producdo da IL-8 por granuldcitos humanos

incubados com acido caféico e noradrenalina. Nossos resultados mostraram que houve

diferenga estatisticamente significativa na producdo de IL-8 (medida em pg/mL) pelos

granuldcitos, quando os mesmos foram estimulados por &cido caféico; mas ndo por

noradrenalina, quando comparados ao grupo controle (granuldcitos + RPMI).
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Figura 26 — Avaliacdo da producdo de IL-8 por granuldcitos humanos estimulados por
acido caféico e noradrenalina na faixa etéria de 60-80 anos.
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N.S. = ndo significativo p>0,05 pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney quando comparado ao grupo
controle (G +RPMI). G+RPMI = Granulécitos (G) 1x10° * meio de cultura (RPMI) [em estado basal]. * =
significativo p>0,05 pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney quando comparado ao grupo controle (G
+RPMI). G+RPMI +AC = Granulécitos (G) 1x10° estimulados com Acido Caféico (AC) 500uM. G+ RPMI +
NA = Granuldcitos (G) 1x10° estimulados com Noradrenalina (NA) 170x10° M. Valores expressos

estatisticamente em forma de média +/- EP.

A figura 27 ilustra o perfil de producdo de IL-8 por granulécitos humanos, com
objetivo de avaliar a modulacdo do &cido caféico sobre a acdo da noradrenalina. Nossos
resultados demonstraram que ndo houve diferenca significativa da capacidade de producéo de

IL-8 quando o &cido caféico foi incubado com a noradrenalina.
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Figura 27 - Avaliacdo da modulacdo do acido caféico sobre a noradrenalina na
produgdo de IL-8 por granul6citos humanos na faixa etaria de 60-80

anos.
Avaliacdo da Modulacdo do Acido Caféico sobre a Noradrenalina no
processo de producdo de IL-8 por Granulocitos humanos na faixa etaria de
60a 80 anos
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G+RPMI + NA = Granulécitos (G) 1x10° estimulados com Noradrenalina (NA) 170x10° M. G+RPMI +AC+NA
= Granulécitos (G) 1x10° estimulados com Acido Caféico (AC) 500uM e Noradrenalina (NA) 170x10° M. N.S.
= nao significativo p>0,05 pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Valores expressos estatisticamente em

forma de média +/- EP.
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4.2 Avaliagdo comparativa do processo de fagocitose por microscopia éptica, geracao de
oxido nitrico e producdo de interleucinas pro e antiinflamatérias por granulécitos

humanos, durante o processo de envelhecimento.

A figura 28 ilustra comparativamente a acdo moduladora do &cido caféico sobre a
noradrenalina dentro do processo fagocitico, durante o envelhecimento. Trata-se de uma
comparacao entre as trés (3) faixas etarias em estudo. Percebe-se claramente uma diminuicéo
da capacidade inibitéria do acido caféico sobre a noradrenalina na fagocitose. Nossos
resultados mostraram na faixa de 20-39 anos (32%), 40-59 anos (20%) e 60-80 anos (6%) de

inibicdo do efeito do acido caféico sobre a noradrenalina em granulécitos humanos.

Figura 28 — Avaliacdo comparativa do efeito modulador do é&cido caféico sobre a
noradrenalina na capacidade fagocitica dos granuldcitos humanos

durante o processo de envelhecimento.

Avaliacdo da capacidade de modulacdo do Acido Caféico sobre a acdo da
Noradrenalina na Fagocitose dentro do processo de Envelhecimento
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20-39= faixa etaria entre 20 e 39 anos; 40-59 = faixa etaria entre 40 e 59 anos; 60-80= faixa etéria entre 60 e 80
anos. * = significativo pelo teste ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey, onde p<0,05 em relacdo a faixa
etaria de 20-39 anos. # = significativo pelo teste ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey, onde p<0,05 em

relagdo a faixa etaria de 40-59 anos.

Na figura 29 temos uma ilustracdo comparativa da acdo moduladora do &cido caféico
sobre a noradrenalina na producdo de Oxido nitrico (NO), durante o processo de

envelhecimento. Verificamos claramente uma diminuicdo da agdo estimulatoria do acido
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caféico sobre a noradrenalina, na produgdo de NO. Nossos resultados mostraram que ocorreu
na faixa de 20-39 anos (49% ativacéo), 40-59 anos (34% inibicdo) e 60-80 anos (8%

inibicéo) do efeito do acido caféico sobre a noradrenalina, em granuldcitos humanos.

Figura 29 - Avaliacdo comparativa do efeito modulador do &cido caféico sobre a
noradrenalina sobre a producdo de oOxido nitrico por granuldcitos

humanos durante o processo de envelhecimento.
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20-39= faixa etaria entre 20 e 39 anos; 40-59 = faixa etaria entre 40 e 59 anos; 60-80= faixa etaria entre 60 e 80
anos. * = significativo pelo teste ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey, onde p<0,05 em relagdo a faixa

etaria de 20-39 anos.

A figura 30 mostra comparativamente a acdo moduladora do acido caféico sobre a
noradrenalina na producdo de interleucina-4, durante o processo de envelhecimento.
Verificamos uma diminuicdo da agéo inibitoria do acido caféico sobre a NA, na producdo da
interleucina 4 (IL-4). Nossos resultados mostraram que ocorreu na faixa de 20-39 anos
(22%), 40-59 anos (17%) e 60-80 anos (3%) de inibicdo da acdo do &cido caféico sobre a

noradrenalina, em granuldcitos humanos.

Figura 30 — Avaliacdo comparativa do efeito modulador do &cido caféico sobre a
noradrenalina sobre a producdo de interleucina 4 (IL-4) por granulécitos

humanos durante o processo de envelhecimento.
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Avaliacdo da capacidade de modulacdo do acido caféico sobre a acdo da
noradrenalina na producdo de IL-4 dentro do processo de envelhecimento
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20-39= faixa etaria entre 20 e 39 anos; 40-59 = faixa etaria entre 40 e 59 anos; 60-80= faixa etéria entre 60 e 80
anos. * = significativo pelo teste ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey, onde p<0,05 em relagdo a faixa
etaria de 20-39 anos. # = significativo pelo teste ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey, onde p<0,05 em

relagdo a faixa etaria de 40-59 anos.

A figura 31 mostra comparativamente a acdo moduladora do acido caféico sobre a
noradrenalina na produgéo de interleucina-10 durante o processo de envelhecimento. N0ssos
resultados mostraram uma diminuicdo da acdo estimulatoria do acido caféico sobre a NA na
producdo da IL-10. Nossos resultados mostraram que ocorreu na faixa de 20-39 anos (16%
ativacao), 40-59 anos (18%o de inibicdo) e 60-80 anos (16% de inibicao) do efeito do acido

caféico sobre a noradrenalina, em granul6citos humanos.
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Figura 31 - Avaliacdo comparativa do efeito modulador do &cido caféico sobre a
noradrenalina sobre a produgdo de interleucina 10 (IL-10) por

granulécitos humanos durante o processo de envelhecimento.
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20-39= faixa etéria entre 20 e 39 anos; 40-59 = faixa etaria entre 40 e 59 anos; 60-80= faixa etaria entre 60 e 80
anos. * = significativo pelo teste ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey, onde p<0,05 em relagdo a faixa

etaria de 20-39 anos.

A figura 32 mostra comparativamente a acdo moduladora do acido caféico sobre a
noradrenalina na producdo de interleucina-8 durante o processo de envelhecimento. Ocorre
uma diminuicdo da acdo inibitéria desse acido, sobre a acdo da NA na producdo da IL-8.
Nossos resultados mostraram que ocorreu na faixa de 20-39 anos (91%), 40-59 anos (54%) e
60-80 anos (16%) de inibicdo do efeito do &cido caféico sobre a noradrenalina em

granul6citos humanos.
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Figura 32 - Avaliacdo comparativa do efeito modulador do &cido caféico sobre a
noradrenalina sobre a produgdo de interleucina 8 (IL-8) por

granulécitos humanos durante o processo de envelhecimento.

Avaliacdo da capacidade de modulacdo do acido caféico sobre a acdo da
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20-39= faixa etéria entre 20 e 39 anos; 40-59 = faixa etaria entre 40 e 59 anos; 60-80= faixa etaria entre 60 e 80
anos. * = significativo pelo teste ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey, onde p<0,05 em relagdo a faixa

etaria de 20-39 anos. # = significativo pelo teste ANOVA seguido pelo pds-teste de Tukey, onde p<0,05 em
relagdo a faixa etéaria de 40-59 anos.
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5 DISCUSSAO

5.1 Faixa etaria de 20- 39 anos

No sistema imunologico os granulécitos sdo as células leucocitarias mais
abundantes. Pertencem a familia dos neutrofilos, que constituem a linha de frente de
defesa do sistema imunitario, onde servem para destruir agentes patogénicos invasores
(ESMANN et.al.,2010).

Quando esses mesmos granulocitos sdo estimulados por algum agente nocivo,
0 processo fagocitico inicia-se. Os microorganismos podem ser fagocitados atraves da
ligacdo em diferentes receptores de membrana dos fagdcitos. Alguns se ligam aos
microorganismos em si, e outros a microorganismos opsonizados. Eles séo
internalizados para dentro dos fagossomos, aos quais se unem aos lisossomos, para
formar os fagolisossomos; onde tais microorganismos sdo destruidos por
intermediarios reativos de oxigénio, nitrogénio e enzimas proteoliticas (ABBAS
et.al.,2008).

Portanto percebemos o quanto o processo de fagocitose é importante como um

dos mecanismos mantenedores da homeostase em nosso organismo.

Como foi relatado em momentos anteriores, um equilibrio entre os sistemas
imunoldgico, neural e enddcrino se faz necessario. Entdo buscamos atraves do nosso
estudo observar se existe alteracdo no comportamento fagocitico dos granuldcitos,
quando os mesmos foram estimulados pela noradrenalina; um neuro-hormdnio que
influencia significativamente a funcdo imune, e também é capaz de regular o eixo
HPA (permite a ligacdo entre os trés sistemas adaptativos citados no inicio do

paragrafo).
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Estudos de MADDEN e cols.,2003 e GOSAIN e cols.,2009 utilizando sangue
periférico, demonstraram alteragdes na fagocitose e explosao respiratdria, em resposta

a um elevado nivel de catecolaminas circulantes.

Quando avaliamos o perfil fagocitico dos citados granuldcitos, estimulados
com noradrenalina, verificamos que esta foi capaz de gerar aumento da fagocitose
pelos granulécitos na faixa etaria em questdo: 20-39 (Tabela 5). Tais achados
corroboram com os estudos de GOSAIN e cols. (2009), sobre o tratamento de
catecolaminas exdgenas em neutrofilos. Estes estudos demonstram que a
noradrenalina estimula a fagocitose, e que tal estimulacdo envolve a ativacdo de
receptores o e - adrenérgicos (GOSAIN et.al.,2009).

Nossos resultados sugerem que o eixo HPA e o sistema neuroimune estdo
funcionando em harmonia em um individuo jovem, livre de doencas metabdlicas. Pois
a noradrenalina conseguiu desempenhar seu papel eficientemente. No caso, sendo uma
molécula ativadora da fagocitose, por aumentar a formacdo de espécies reativas de

oxigénio e nitrogénio, que tém papel importante no combate aos agentes invasores.

Seguindo a ordem do nosso estudo, analisamos o poder do acido caféico sobre
0 processo fagocitico em granul6citos humanos. Primeiramente, é sabido que espécies
reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio (ERN) podem ser geradas
endogenamente por reacBes metabolicas, na cadeia transportadora de elétrons
mitocondrial ou durante ativacéo de fagdcitos ou células inflamatérias. (KIRKHAM &
RAHMAN, 2006).

Como descrito anteriormente, as ERO e ERN séo Uteis dentro do contexto da
fagocitose. Entretanto, quando a geracdo de ERO e ERN ultrapassa a capacidade
antioxidante da célula, ttm-se o0 que chamamos: estresse oxidativo. Os prejuizos
causados por esse acumulo de espécies reativas sdo inimeros, ndo se limitando as
mitocondrias. Pode-se citar também: dano as estruturas celulares incluindo lipideos de
membrana, danos aos acidos nucléicos e as proteinas (COSTA et al., 2011; COYLE &
PUTTFARCKEN, 1993; RIZZO et al., 2011; SATOH et al., 2004; VALKO et al.,
2006).
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Dentro desse contexto imunoldgico, onde podem ocorrem injurias celulares
durante a fagocitose, € necessario que 0os mecanismos antioxidantes do organismo néo

estejam falhos, e dessa forma, o dano tecidual possa ser o menor possivel.

Testamos entdo, se o0 acido caféico (AC) seria um bom modulador do estresse
oxidativo gerado durante o processo fagocitico em adultos jovens, quando incubado

isoladamente com os granuldcitos desses individuos.

E preciso ressaltar que diversos estudos mostraram propriedades antioxidantes
do AC (AMORATI et al., 2006; KONO et. al., 1997). NARDINI e cols. (1995)
evidenciaram que o AC inibiu, de maneira dose-dependente, a peroxidacao lipidica
induzida por ions cupricos. Neste mesmo estudo, os autores mostraram que o AC é
capaz de reduzir radicais lipoperoxil (por meio da doacdo de um hidrogénio) e impedir

a propagacao da peroxidacéo lipidica.

Nossos resultados mostraram que em granuldcitos de individuos de 20-39 anos,
o0 acido caféico ndo alterarou a fagocitose (Tabela 5). O que pode ser explicado pela
eficiéncia dos mecanismos antioxidantes endégenos enzimaticos e ndo-enzimaticos em
jovens adultos que se encontram em equilibrio com o0s mecanismos pré-oxidantes
como verificado por CHAVES et.al. (1998).

Como visto anteriormente, a noradrenalina tem o poder de aumentar a
fagocitose. Com isso, aumenta-se também a possibilidade de geracdo de estresse
oxidativo. Desse modo, avaliamos a interferéncia do é&cido caféico sobre a

noradrenalina dentro do processo fagocitico.

Nossos resultados mostraram que o acido caféico incubado juntamente com a
noradrenalina foi capaz de reduzir a fagocitose, se comparado aqueles granuldcitos
estimulados apenas com NA (Tabela 6). Assim, podemos inferir, que o acido caféico
conseguiu reduzir o nimero de moléculas oxidantes produzidas em excesso pelo
estimulo noradrenérgico, efetivando assim seu papel como antioxidante e

consequentemente, citoprotetor.
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Concluido os testes de fagocitose, passamos aos experimentos de producédo de
Oxido nitrico. Como ja visto anteriormente, o 6xido nitrico € uma molécula que atua na
modulacdo de respostas imunes e neurotransmissdo, sendo sintetizado por uma classe
de NO sintase (NOs) (LIU et.al.,2003).

A geracdo de NO pelos neutrofilos esta envolvida em sua fungdo
antimicrobiana. Est4 molécula foi identificada como moduladora de diversas cascatas
de sinalizacdo que regulam varias fungdes como: adesdo, quimiotaxia, fagocitose,
explosdo respiratdria, apoptose e modulacdo da geracdo de radicais livres
(KOBAYASHI et.al.,2009).

O Oxido nitrico € uma molécula de sinalizacdo que contribui para a regulacdo
do eixo HPA (GADEK-MICHALSKA & BUGAGISKI, 2008). A capacidade do NO
em libertar uma variedade de neurotransmissores, incluindo a noradrenalina, € bem
reconhecida e, ndo surpreendentemente, alguns deles tém sido investigados como
mediadores supostos da influéncia do NO no eixo HPA. A influéncia exercida pelas
catecolaminas no eixo HPA é tanto estressor-especifica, quanto modulada por
maultiplos receptores adrenérgicos, localizados em sitios pré e pds sinapticos (DAS &
KING, 2007).

Canais de calcio e ions célcio sdo envolvidos de maneira significativa na
estimulacdo do eixo HPA através de diferentes receptores, incluindo adrenoreceptores
e neuropeptideos. Em geral, ativacao de receptores a-1 adrenérgicos estimula o eixo
HPA, enguanto o bloqueio dos mesmos, inibe este eixo. Os receptores adrenérgicos
sdo envolvidos na modulagdo de L-arginina (DAS & KING, 2007; GADEK-
MICHALSKA & BUGAGISKI, 2008). Percebemos entdo, uma relacdo intrinseca e
intima entre o eixo HPA e 0 NO, se considerarmos que este Gltimo é sintetizado pela

converséo de L-arginina em L-citrulina.

O NO tem um papel fisioloégico complexo no sistema nervoso central e na
regulacdo de fungdes neuroenddcrinas. Ele tem uma capacidade substancial em afetar
a neurotransmissdo dopaminérgica, serotoninérgica e noradrenérgica. (GADEK-
MICHALSKA & BUGAGISKI, 2008).
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De fato, NO pode liberar noradrenalina, enquanto, reciprocamente, NA ¢
relatada no aumento dos niveis de Nosintetase, enzima responsavel pela formacéo do
NO (DAS & KING 2007). Em contrapartida, estudos de BARROS e colaboradores
(2012), mostram que a noradrenalina deprime a produgdo de éxido nitrico por

hemdécitos de ascidias.

Em meio a tantas evidéncias da influéncia da noradrenalina sob a producdo de
oxido nitrico e vice-versa, 0 nosso proximo passo foi verificar como essa catecolamina

poderia interferir na producdo de NO pelos granul6citos humanos.

Os nossos resultados mostraram que houve um aumento significativo (p<0,05)
na producdo de NO na faixa etaria de 20-39 anos quando os granuldcitos foram
incubados com noradrenalina (NA) (Figura 4). Estes achados sdo compativeis com 0s
estudos de GADEK-MICHALSKA & BUGAGISKI, 2008, estes autores observaram
que agonistas simpatomiméticos aumentam a liberacdo basal de éxido nitrico e a NA
aumenta a sintese de NO in vitro no hipotdlamo medial basal através de receptores a.1-

adrenérgicos.

Este aumento de NO é mais uma evidéncia de que os sistemas adaptativos
(imune, neural e end6crimo), estdo em equilibrio no individuo jovem. Ndo podemos
negligenciar também, a capacidade neuroprotetora do NO. Entdo, se através do
estimulo noradrenérgico ha um aumento na sintese dessa molécula, temos aqui mais

um mecanismo de protecdo tecidual inerente aos adultos jovens.

Na intencdo de verificar se a liberagcdo de o0xido nitrico poderia ser influenciada
pelo &cido caféico, verificamos que o mesmo aumentou (98 %) (p<0,05 pelo teste de
Mann-Whitney) a producéo de NO na faixa etaria de 20-39 anos (Figura 4). Estudos
de JEONG e cols. (2011) com a planta Erigeron Annuus, que possui grandes
concentragdes de &cido caféico indicaram que a mesma teve excelentes efeitos
antioxidantes e neuroprotetores. Assim podemos de forma hipotetica, pensar, que um
dos possiveis mecanismos pelos quais o0 AC possa desempenhar seu papel

neuroprotetor, seja pelo aumento da sintese de NO.
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Quando analisamos a a¢do do &cido caféico juntamente com a noradrenalina
sobre a producdo de NO, observamos que na faixa etaria de 20-39 anos houve um
aumento significativo na producdo desse mensageiro celular (Figura 5). Nesse
momento, obtivemos uma ampliacdo do poder de citoprotecdo desempenhado pelo
NO. O que é justificado possivelmente, pelo fato de que a NA e o acido caféico

atuariam conjuntamente, estimulando a NO sintetase.

Perseguindo na tentativa de responder aos objetivos de nosso trabalho,
partimos para a dosagem de citocinas anti e pro-inflamatérias. Retomando conceitos
anteriores, as citocinas sdo os principais mediadores da resposta imune e controlam
diferentes funcdes celulares, seja diretamente por meio de eventos que se seguem ao
engajamento de seus receptores especificos na superficie celular, ou indiretamente pela
inducdo da expressdo de numerosos genes (EWERS, R1ZZO e FILHO, 2008).

Podemos classificar algumas das citocinas como pro-inflamatérias, derivadas
principalmente de células da resposta imune inata e de células Thl e Th17, tais como
interferon-gama (IFN-y), fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucinas (IL) IL-1,
IL-6, IL-12, e IL-18. Ou podemos classifica-las como antiinflamatorias, sintetizadas
principalmente por Th2, Th3 e familia de células T regulatorias (TREGS): fator e
transformacdo e crescimento beta (TGF-p), IL-10, e IL-5). (EWERS, RIZZO e
FILHO,2008).

Quando uma célula do sistema imune entra em contato com agentes exdgeno
ou enddgeno, existe uma interacdo ligante receptor que ativa resposta imune inata, que
estd relacionada também com o processo de fagocitose pelos neutréfilos. Essa

interacdo estimula a secrecdo de citocinas pro-inflamatorias.

As citocinas prolongam o tempo de sobrevivéncia dos neutrofilos, elas geram
um sinal que trafega através do nervo vago até o tronco cerebral, onde ocorre uma
integracdo desse sinal que ativa uma via antiinflamatoria colinérgica levando a

diminuicio NF-kB e diminui¢do da produc¢do de citocinas pré-inflamatorias.
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(ELENKOV et.al.,2000, MATTHAY & WARE, 2004 ROSAS-BALLINA &
TRACEY, 2009;TRACEY, 2009).

A partir do estimulo que chega ao nucleo do trato solitario, o eixo HPA é
ativado, através de neurdnios simpaticos excitatorios. Esses sinais estimulam a
glandula supra-renal que libera noradrenalina que interage, seja com os receptores -
adrenérgicos, (essa interacdo ligante receptor levam a uma diminuicdo da producao de
citocinas pro-inflamatorias e aumento de citocinas antiinflamatérias), ou com
receptores alfa-adrenérgicos (nessa ligacdo teremos efeitos pro-inflamatdrios)
(ELENKOV et.al.,2000, ROSAS-BALLINA & TRACEY, 2009; TRACEY, 2009).

Estudos in vitro, demonstraram que horménios adrenérgicos podem alterar
todas as fases de uma resposta imune, modificando funcdes como: producdo de
citocinas e proliferacdo de linfocitos. Esses resultados ilustram a importancia do
Sistema Nervoso Simpatico na modulacdo imunolédgica em condicbes patoldgicas e
ndo patoldgicas (CHRISTO et.al., 1996).

Neste contexto, nossos resultados mostraram que quando granuldcitos foram
estimulados com noradrenalina, esta aumentou a producdo da interleucina 4 (IL-4)
mas ndo da interleucina 10 (IL-10), na faixa etaria de 20-39 anos (Figura 6),0ou seja,
ndo observamos entdo alteracdo do perfil de producdo de IL-10 (Figura 8). Estes
resultados nos mostram também, que nesta faixa etaria, a IL-4 é quem participa mais
ativamente dos mecanismos anti-inflamatorios. J& na dosagem de IL-8 (citocina pro-

inflamatoria), houve também, um aumento na producdo desta (Figura 10).

Concluimos que realmente as catecolaminas podem modular o perfil
inflamatorio em individuos jovens. Percebemos um equilibrio entre citocinas pro e
anti-inflamatorias, demostrando portanto, uma comunicacao eficiente entre o sistema
imune e a regulacdo do eixo HPA por neuro-horménios como a noradrenalina,

importante na manutencgdo do equilibrio pro e anti-inflamatorio.

Nosso proximo passo foi analisar o poder antioxidante e/ou antiinflamatorio do
acido caféico na producdo de citocinas. Durante o processo inflamatdrio, moléculas

oxidantes aumentam a producéo de interleucinas (IL-8 e IL-6) e TNF em resposta a
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estimulos inflamatdrios, e as citocinas aumentam a producdo dos mesmos oxidantes
gerando um ciclo de reages. A IL-1B, IFN-y e TNF-a, por exemplo, induzem a
producdo de superdxido via NADPH oxidase, o qual, em contrapartida aumenta a

expressao dessas mesmas citocinas (BIANCA et.al., 1999).

Em adicdo, a defesa antioxidante atua direta ou indiretamente protegendo o
organismo dos ataques das citocinas e espécies oxidantes. Estudos tém demonstrado
que as vitaminas antioxidantes podem inibir a producdo de citocinas inflamatdrias
(CINDROVA-DAVIES et.al., 2007, OLIVEIRA et.al., 2012). Acredita-se em uma
protecdo indireta dos antioxidantes, através da reducdo da ativacdo de vias de
sinalizacdo, prevenindo, portanto, a estimulacdo de citocinas por oxidantes
(GRIMBLE,1994).

Na tentativa de verificar se o &cido caféico exerceria um papel semelhante ao
das vitaminas antioxidantes citadas por CINDROVA-DAVIES e cols. (2007), nossos
resultados demonstraram que o acido em questdo, influencia o perfil de IL-8,
diminuindo excessivamente a producgdo desta citocina na faixa etaria em questdo (20-
39 anos) (Figura 10). Porém, ndo percebemos aumento ou diminuicdo de IL-4
(Figura 6) e IL-10 (Figura 8).

Tais achados mostram o0s beneficios do é&cido caféico como um
antiinflamatdrio potente; ja que esse acido fendlico conseguiu reduzir em mais de 90%
a producdo de IL-8 em individuos jovens. Nao foi possivel verificar aqui, seus efeitos

antioxidantes.

Quando o nosso objetivo foi o de avaliar o efeito modulatério do &cido caféico
sobre a noradrenalina, verificamos que o acido caféico conseguiu modular a a¢do da
noradrenalina diminuindo a produgdo de IL-4 (Figura 7). N&o foi verificada
modulacdo desse acido fenolico sobre a NA quando foi dosada a segunda citocina
anti-inflamatoria (IL-10) (Figura 9). J& na dosagem de (IL-8), o AC modula a NA,
diminuindo a produg&o dessa citocina pro-inflamatoria (Figura 11).

Essas quedas tanto de citocina anti-inflamatéria (IL-4), como de pro

inflamatoria (IL-8), podem ser decorrentes do efeito antioxidante do &cido caféico. A
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acdo de modulacédo do &cido caféico sobre a noradrenalina na diminuicéo de IL-4, ndo
seria 0 desejado, tendo em vista seus efeitos antiinflamatorios. Entretanto, podemos
pensar que esta diminui¢do poderia estar ocorrendo pela eficiéncia dos mecanismos
anti-oxidantes existentes nesta faixa etaria, o que poderia j4 estar modulando a
producdo de IL-4. Aliado a isto, o efeito sobre a queda de IL-8 é muito evidente e sob
a Optica de se considerar um balango entre a queda provocada sob IL-4 e gerada sob

IL-8, seu efeito antiinflamatorio estaria sendo preservado.
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5.2 Faixa etaria 40-59 anos

Seguindo a mesma logica e a mesma ordem usada na faixa etaria de 20-39 anos
verificamos se, e qual seria o poder da noradrenalina em alterar o processo de
fagocitose, naqueles individuos que estariam dentro de uma faixa de transi¢do entre a

juventude e sinais de envelhecimento.

Observamos que a noradrenalina conseguiu ativar a fagocitose (Tabela 7). Tais
resultados coincidem com o observado para individuos entre 20 e 39 anos, e estdo de
acordo com os trabalhos da literatura que indicam que as catecolaminas tém poder de
aumentar o processo fagocitico (MADDEN et al.2003 ; Gosain et al.;,2009).

Essas observagdes permitem raciocinar que individuos nessa faixa etaria (40-59
anos) ainda mantém um equilibrio dos mecanismos de sinalizagdo existentes entre os

sistemas adaptativos.

Ja na estimulacdo dos granulécitos pelo acido caféico, ndo foi possivel
evidenciar quaisquer alteracdes no processo fagocitico (Tabela 7). Portanto, julgamos
gque 0s mecanismos antioxidantes estejam atuando de forma esperada nessa fase da
vida, e consigam diminuir o estresse gerado no processo fagocitico, assim como o

fazem em individuos de 20-39 anos.

Entretanto, quando o &cido caféico foi incubado com a noradrenalina, 0 mesmo
conseguiu diminuir a fagocitose realizada pelos granulécitos (Tabela 8).
Corroborando novamente com os resultados encontrados na faixa etaria inicial (20-39
anos), percebemos que em uma situacdo de estresse oxidativo - causada pela

noradrenalina — o acido caféico mostra-se como um antioxidante eficiente.

Passando aos ensaios de Oxido nitrico, podemos perceber que a noradrenalina
ndo conseguiu alterar o perfil de producdo dessa molécula sinalizadora (Figura 12),
como o fez em individuos mais jovens. Neste momento, ja percebe-se uma falha dos
mecanismos reguladores do eixo HPA e uma possivel ineficiéncia na sensibilizacéo de
alguns receptores, como o receptor o-1 adrenéergicos. Possivelmente, também ha um
rebaixamento da estimulagdo da NA sobre a NO sintetase (enzima responsavel pela
sintese do NO).
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Porém, positivamente o acido caféico foi capaz de aumentar os niveis de NO
(Figura 12). Evidenciando assim seu papel como protetor celular; principalmente

neuroprotetor.

No préximo estagio, onde avaliamos o poder do acido caféico em modular a
acdo da NA, encontramos outra quebra da homeostase nesses individuos em processo
de envelhecimento. Isso porque, houve uma diminuigdo da producéo do oxido nitrico

(Figura 13), consequentemente, uma diminui¢cdo dos mecanismos protetores celulares.

Em relagdo a produgdo de citocinas inflamatorias, encontramos que a
noradrenalina ndo interferiu no perfil de producdo de IL-4 (Figura 14) ou IL-10
(Figura 16) (citocinas sabidamente antiinflamatorias), como também ndo alterou a
producdo de IL-8 (Figura 18). Este perfil encontrado, se oponhe ao encontrado para
individuos mais jovens, onde as catecolaminas realmente influenciam o perfil

inflamatério do individuo.

Os resultados com o acido caféico mostraram que este ndo alterou a producéo
de IL-4 (Figura 14). Mas, diminui a producdo de IL-10 (Figura 16) e ndo alterou a
IL-8 (Figura 18). Temos aqui instaurado um quadro negativo do ponto de vista
imunolégico. Estamos favorecendo o equilibrio pro-inflamatério, um dos sinais

evidentes da senescéncia, que é caracterizada como um processo inflamatorio crénico.

Finalmente, quanto & modulacéo do &cido caféico sobre a noradrenalina, vimos
que a producdo de IL-4 é diminuida (Figura 15). E ndo encontramos diferencas
significativas na dosagem de IL-10 (Figura 17). Encontramos também, diminuicdo de
IL-8 (Figura 19). Esta ultima evidéncia é benéfica, pois o acido caféico conseguiu
modular a noradrenalina inibindo um perfil pro-inflamatério; apesar desta inibicao ja

ndo ser t&o evidente como nos individuos jovens.
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5.3 Faixa etaria 60-80 anos

A habilidade dos neutrofilos em neutralizar rapidamente agentes
invasores é indispensavel para a manutencdo da saude. Quaisquer alteracGes nessas
celulas podem levar a um quadro inflamatorio recorrente e a uma maior
vulnerabilidade a algumas doencas, aumentando a morbidade e mortalidade, com o
avanco da idade (FORTIN et.al., 2008).

Portanto, os granulécitos estdo envolvidos na resposta aguda aos agentes
infecciosos, e algumas funcgdes dessas células vao sendo comprometidas dentro do
processo de envelhecimento (FORTIN et.al.,2008, LORD et.al.,2001). A associacéo
entre mudancas metabdlicas em granuldcitos, relacionadas com a idade, sdo bem
documentas, porém 0s mecanismos que as levam, ainda ndo sdo bem definidos
(WESSELS et.al.,2010).

No idoso a habilidade fagocitica e explosdo respiratoria dos neutréfilos tem
sido objeto de discussdes, e na literatura resultados controversos sédo encontrados.
Alguns estudos propdem que varias fun¢des dos granuldcitos estdo comprometidas no
idoso. Isso contribui para o aparecimento de algumas doencas (FORTIN et.al., 2008).
Porém, LARBI e cols, 2007 sugerem que 0 numero e a capacidade fagocitica dos
neutrofilos é bem preservada nos idosos. No entanto, algumas outras caracteristicas
funcionais dessas células nos individuos senis, tais como: producdo de anion

superdxido, quimiotaxia e apoptose em resposta a certos estimulos, sdo reduzidas.

Diferentemente do perfil encontrado nas faixas etarias anteriores; entre 60 e 80
anos, verificamos que a noradrenalina ndo foi capaz de aumentar o processo fagocitico
(Tabela 9). Este resultado corrobora com os estudos de AGUILERA e cols (2010) e
BISHOP e cols (2010) que demonstram que o eixo HPA é uma das vias que coordena
a liberacdo de alguns hormonios, entre eles a noradrenalina, mas com o

envelhecimento, algumas dessas vias de sinalizacdo estdo alteradas.

Essas falhas de sinalizacdo decorrentes do envelhecimento poderiam ser
responsaveis por uma série de patologias e doencas que acometem individuos “mais

velhos”.
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O é4cido caféico assim como a noradrenalina, ndo conseguiu aumentar ou
diminuir a fagocitose em idosos (Tabela 9). Porém, quando incubado com a
noradrenalina diminuiu o processo fagocitico (Tabela 10), em propor¢des diminutas

com relacdo as demais faixas etarias.

O NO tem um papel importante em estimular a enzima guanilato ciclase
soltvel (GCs) aumentando a concentracdo de (GMPc). O aumento de (GMPc) ativa as
proteinas quinases dependentes de (GMPc) as quais catalisam a fosforilagdo das
proteinas. Estudos sobre a via NMDA (Nmetil D aspartato)/NOS/ GMPc/ foram
realizados através de hipocampo de ratos e foi observado que o fluxo de GMPc
diminui 55% durante o processo de envelhecimento (VALLEBUONA et.al.,1995).

Como se sabe, existem trés classificacfes da Oxido nitrico sintase (NOS): a
forma constitutiva, onde apresenta duas isoformas, neuronal (NOSn) e endotelial
(NOSe); que sdo encontradas em diferentes células e tecidos, incluindo neurdnios e
veias, e sdo dependente de Ca’. A forma indutiva (NOi) é expressa por células
vasculares em resposta a quimiocinas e microorganismos invasores. E um terceiro
subtipo é classificada de acordo com a sua localizacdo subcelular, que é a forma
mitocondrial. (NOSmt) (FORSTERMANN et.al.,1994; NAVARRO et.al., 2008; CAU
et.al.,2012).

O nivel de NOSmt diminui em decorréncia do envelhecimento, especialmente
no cérebro, e tém sido apontado como biomarcador desse processo, isso talvez seja

devido as alteragcdes mitocondriais observadas nessa fase (YAP et.al.,2009).

Alteracdes na producdo de NO leva a ativacdo da NOSi gerando uma resposta
pré-inflamatoria que pode ser uma dos fatores que contribuem para o envelhecimento
e doencas neurodegenerativas (NAVARRO et.al., 2008).

Nossos achados mostraram que a noradrenalina e o acido caféico ndo foram
capazes de alterar a produgdo desse neuroprotetor (Figura 21). E acima de tudo o
acido fendlico em estudo ndo modulou a acdo da noradrenalina nos individuos idosos
(Figura 22).
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Esses resultados podem sinalizar que, durante o0 processo de senescéncia,
ocorre uma diminui¢do da resposta simpética, que pode se justificar principalmente
pelo decréscimo na sensibilizacdo de receptores al adrenérgicos; resultado da
reducdo da competéncia adaptativa ao estresse, algo que € inerente ao envelhecimento.
Acrescentando esse cenario, temos uma perda dos mecanismos neuroprotetores, o que

deixa o organismo mais susceptivel as doencas neurodegenerativas.

Partindo para a anélise da producdo de citocinas, dados da literatura nos
mostram que a producdo das citocinas pro-inflamatorias 1L-1, IL-6 e TNF-o esta
aumentada nos idosos. O que reflete uma alteracdo no padrao de regulagdo destas, que
podem estar associados aos mecanismos desencadeadores de muitas das doencas
tipicas da idade como a aterosclerose, a deméncia e doencas auto-imunes. (EWERS,
R1ZZO e FILHO,2008; WOLF et.al.,2012.;)

Cabe ressaltar que a producdo de TNF-a e IL-1b estimulam a liberacdo
sistémica de IL-6 e IL-8, amplificando, dessa forma, a resposta inflamatéria. A
liberacdo de citocinas como IL-8 possuem acdo direta na manutencdo do estimulo do
eixo HPA (BASILE-FILHO et. al., 2001). Lembrando aqui, que a IL-8 foi um dos
objetos de nosso estudo.

Como vimos anteriormente o envelhecimento € considerado como um processo
de inflamagdo cronica, o chamado “Inflam age”. E um processo inflamatorio resulta na
producdo de quantidades marcadas de citocinas pr6 e anti-inflamatérias por neutréfilos
e macrofagos. Varios estudos mostraram alteracBes na producdo de citoquinas pro-
inflamatdrias em resposta a catecolaminas (BASILE-FILHO et. al.,2001). Varios
relatos da literatura indicam, que a NA e outros agonistas adrenérgicos podem
modular muitos aspectos da resposta imune (iniciativa, proliferativa e de fases
efetoras), alterando a producédo de respostas celulares e de citocinas, a proliferacao de
linfocitos, a secrecdo de anticorpos, e a expressdo do gene inflamatorio (YANG et
al.,2012).
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Nossos resultados mostraram que tanto a noradrenalina quanto o &cido
caféico,quando incubados isoladamente ou conjutamente, ndo foram capazes de alterar
a producdo de IL-4 (Figura 22 e 23). J& o acido caféico isoladamente diminuiu a
producdo de IL-10 (Figura 24), e nenhuma modificacdo foi percebida pela acdo da
noradrenalina (Figura 24) e nem por noradrenalina e &cido caféico juntos (Figura 25).
J& na IL-8, que mede o perfil pré-inflamatério e foi intensamente modulado nas faixas
etarias anteriores, verificamos que o acido caféico conseguiu isoladamente exercer seu
papel antiinflamatorio. Porém em propor¢des inferiores quando comparado aos
individuos mais novos (20-39/40-59 anos) (Figura 26).

Percebe-se que a noradrenalina ndo consegue mais modular o perfil
antiinflamatdrio das citocinas. E que, hd um decaimento expressivo da contribuicao do

acido caféico como antioxidante e/ou antiinflamatorio.

Para evidenciarmos mais claramente a deficiéncia da modulacdo do acido
caféico sobre a noradrenalina em granuldcitos durante o processo de envelhecimento,
fizemos figuras comparativas. Assim, observando estas figuras podemos inferir que o
declinio do poder de modulacédo do &cido caféico sobre a noradrenalina na fagocitose,
producdo de Oxido nitrico e citocinas inflamatérias no decorrer da idade, é
caracteristico da faléncia da comunicacdo neuro-imune-enddcrina. E configura-se
como uma ilustracdo da queda dos mecanismos homeostaticos do organismo, durante

0 que chamamos de senescéncia (Figuras 28, 29, 30, 31, 32).

Neste contexto, o envelhecimento é uma experiéncia que todo ser humano
compartilha, mas nem sempre compreende. Ndo apenas o entendimento do processo
de envelhecimento é fundamental como também determinar as causas e intervencées

necessarias para o seu adiamento. (SPIRDUSO et al., 2005).

Assim, sabemos que ocorre diminuicdo progressiva e geral das funcbes do
organismo, diminuindo a habilidade de reagir as mudancas adaptativas, e manter a
homeostase. Evidéncias apontam que o sistema imunoldgico, pode iniciar um estado
oxidativo e um processo inflamatdrio ndo controlados; fatores esses que estdo ligados
ao processo de envelhecimento (DE LA FUENTE et.al., 2009) que afeta todas as

células do organismo,mas especialmente as células do sistema neuroimunoenddcrino.
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Através dos dados obtidos com o nosso trabalho verificamos que durante o
desenrolar da vida, hd um desequilibrio entre esses sistemas adaptativos que gera
dificuldade em se manter efetivos 0s mecanismos imunes, neuroprotetores,

antioxidantes e sinalizadores.

Portanto, 0s nossos resultados auxiliam na elucidacdo de pontos metabélicos
importantes que fazem parte da regulacdo neuroimunoendocrina. O envelhecimento
reflete 0 somatdrio de inimeras mudancas que ocorrem no ser humano durante a vida.
A associacdo entre idade e diminuicdo da funcdo do sistema imunoldgico aumenta a
suscetibilidade a varias doencgas neurodegenerativas. Dentro desse contexto, 0 nosso
trabalho levantou varios questionamentos nos quais demonstraram que ha necessidade
de um estudo mais aprofundado, nos mecanismos moleculares que estdo envolvidos
nos sistemas neuroimunoenddcrino, principalmente no que se refere a via adrenérgica;
pois a mesma demonstrou ser importante em manter a homeostase entre o sistema

imune, enddcrino e nervoso.
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6 CONCLUSAO

Ap0s o desenvolvimento do nosso trabalho, concluimos que a noradrenalina e o acido
caféico exercem efeitos importantes no processo de envelhecimento. Alteram a fagocitose e
0s processos de producio de oxido nitrico, IL-4, IL-10 e IL-8. E relevante destacar também o
papel modulatorio do &cido caféico sobre a noradrenalina, que tende a declinar a medida que

o individuo envelhece.
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