
 

 
 

 

 

 

MILENA ALMEIDA SANTOS 

 

 

 

 

ENVELHECIMENTO: AVALIAÇÃO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE E 

 ANTI-INFLAMATÓRIA DO RESVERATROL ATRAVÉS DO ESTUDO DAS VIAS  

DE SINALIZAÇÃO CELULAR PKA, MAPK E AKT/PKB EM CÉLULAS MONO-

NUCLEARES HUMANAS IN VITRO. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Belo Horizonte, 

 Minas Gerais - Brasil 

Março - 2019 

 

 



 

 
 

MILENA ALMEIDA SANTOS 

 

 

 

 

 

 

ENVELHECIMENTO: AVALIAÇÃO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE E 

 ANTI-INFLAMATÓRIA DO RESVERATROL ATRAVÉS DO ESTUDO DAS VIAS  

DE SINALIZAÇÃO CELULAR PKA, MAPK E AKT/PKB EM CÉLULAS MONO-

NUCLEARES HUMANAS IN VITRO. 

 

Orientadora: Profa. Dra. Miriam Chaves Schultz 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Belo Horizonte, 

 Minas Gerais - Brasil 

Março - 2019 

Dissertação submetida ao Departamento de 

Bioquímica e Imunologia do Instituto de Ci-

ências Biológicas da Universidade Federal de 

Minas Gerais, como requisito parcial para a 

obtenção do grau de Mestre em Bioquímica e 

Imunologia. 





 

 
 

ALMEIDA, M. S. 

Prefácio 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Não te mandei eu? Esforça-te e tem bom ânimo; não pasmes, nem te espantes, porque 

o SENHOR, teu Deus, é contigo, por onde quer que andares! 

Josué 1:9 

 



 

 
 

ALMEIDA, M. S. 

Dedicatória 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

À minha mãe, minha maior incentivadora! 

Minha admiração e profundo respeito! 

 



 

 
 

ALMEIDA, M. S. 

Agradecimentos 

AGRADECIMENTOS 

 

Ao Senhor de todas as coisas, ao dono de tudo, obrigada por me sustentar em todos os meus 

passos, ser sempre o meu socorro presente na hora da angústia! Ebenézer!!!! 

Minha mãe, minha Maria, meu maior exemplo de mulher forte e guerreira, como em tanta 

simplicidade, tanta pequenez pode caber tanta força, tanta grandiosidade de alma?!!    

Sou eternamente grata pelas suas orações incansáveis, pelo seu incentivo, pelos seus conse-

lhos e pela sua fé inabalável! Não te admiro somente como filha, e destaco aqui o quanto sou 

honrada em tê-la como mãe, te admiro como Mulher, de Mulher para Mulher!! Seremos sem-

pre eu e você!!  TE AMO MAINHA!!! 

Aos meus amigos, que mesmo com a distância sempre me acolhem com carinho e saudade. 

Saibam que a cada encontro, a cada conversa jogada fora, a cada gargalhada meu coração se 

aquece de AMOR! Entre todos os meus amados amigos, destaco aqui o meu casal, os meus 

afilhados, Claudinha e Roger amo vocês, sou eternamente grata á Deus por essa amizade. 

Obrigada pelo incentivo, pele zelo, pela paciência e pelo amor!  

À minha família, pоr sua capacidade dе acreditar еm mіm mesmo nos momentos em que não 

fui capaz de acreditar! Por toda ajuda, das coisas mais simples até as mais complexas! Obri-

gada por todo carinho, todas as demonstrações de saudade, do querer bem! Saibam que seja 

qual for o lugar onde estiver vocês sempre serão OS MEUS! 

À minha orientadora, professora Míriam, muito obrigada pela oportunidade e confiança que 

foi a mim depositada mesmo sem saber quem eu era e de onde vim! Sou muito grata pelas 

orientações e por todos os ensinamentos! Você é um exemplo de mulher determinada e em-

preendedora!  

Á minha colega de bancada, Camila, sou eternamente grata ao Senhor pela sua vida, eterna-

mente grata por ele ter colocado você em meu caminho! Obrigada por toda ajuda, pela sua 

companhia diária, por compartilhar comigo todo o seu conhecimento e todos os momentos de 

alegrias e lutas durante esses dois anos! Saiba que você é LUZ menina!  

As minhas colegas de laboratório, cada uma com sua característica, vocês tornaram os meus 

dias mais leves!  

Raquel, obrigada por toda a sua paciência e seu jeitinho especial em ensinar e ajudar em todos 

os momentos que necessitei. Obrigada também pela sua amizade, pelo seu carinho e pelas 

conversas! A Maria Regina tem sorte!!  



 

 
 

ALMEIDA, M. S. 

Agradecimentos 

Gláucia foi um prazer compartilhar com você toda sua experiência e conhecimento, assim 

como os conselhos por parte de alguém que tem tanto a ensinar como você! 

Á Glaucy, minha grande admiração como mulher, como pesquisadora, como pessoa, como 

amiga! Muito obrigada, por tanta disponibilidade e solicitude! Este trabalho não seria o mes-

mo sem a sua ajuda. Você é GRANDE!  

Luciana como sua força e sua positividade me inspiram. Muito obrigada por estender sua mão 

amiga sempre sem medir esforços em ajudar no que fosse necessário! 

Alessandra deixo aqui a minha gratidão por todas as palavras de incentivo e disponibilidade 

em ajudar no que fosse necessário. Como são nobres aqueles que têm a coragem de recome-

çar! 

Á professora Eliane, obrigada pela presença constante e gentil! 

Paulo, obrigada por sua educação e gentileza, sempre transformando uma simples conversa 

em uma solução!     

Aos funcionários da UFMG especialmente aos da Bioquímica, Orlando e Alexandre, o meu 

muito obrigada!  

Á todos que compartilharam comigo esse momento, essa conquista é nossa! 



 

 
 

ALMEIDA, M. S. 

Apoio Financeiro 

APOIO FINANCEIRO 

 

A Capes (Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior), pela bolsa de es-

tudos e auxílio financeiro que possibilitou a dedicação integral ao programa de pós-graduação 

e oficialização do estudo. A realização do trabalho deu-se no Laboratório de Bioquímica do 

Envelhecimento e Doenças Correlacionadas da Universidade Federal de Minas Gerais com o 

apoio financeiro adicional da PRPq/UFMG, FAPEMIG, CNPq e IVC Health testes em saúde 

humana.    

 



 

 
 

ALMEIDA, M. S. 

Resumo 

RESUMO 

O envelhecimento é caracterizado por um processo lento e progressivo, no qual ocorrem di-

versas modificações morfológicas, funcionais e bioquímicas, que contribuem para o aumento 

da vulnerabilidade e incidência dos processos patológicos no organismo, tais como diabetes, 

distúrbios cardiovasculares, Doença de Alzheimer e outras morbidades. Sendo que tais altera-

ções podem ser geradas através do ―Estresse Oxidativo‖, que é marcado pelo desequilíbrio no 

estado redox, devido à exacerbação das substâncias pró-oxidantes ou disfunção dos mecanis-

mos antioxidantes. Este desequilíbrio está intimamente associado à imunossenescência, na 

qual o indivíduo idoso apresenta redução funcional do sistema imune inato, aumento da ativi-

dade inflamatória basal e elevação da expressão de citocinas pró-inflamatórias que propiciam 

um estado de inflamação crônica denominado ―Inflammaging‖. Em contraponto, existem os 

compostos antioxidantes, produzidos de forma endógena ou exógena com o intuito de bloque-

ar e/ou eliminar tais espécies oxidantes, impedindo a oxidação de biomoléculas. Fazendo par-

te das substâncias antioxidantes exógenas classificadas como não-enzimáticas, o Resveratrol 

(RSV) é um polifénol que apresenta diversas atividades biológicas comprovadas como capa-

cidade antioxidante, anti-inflamatória e antitumoral. O objetivo do nosso estudo foi verificar 

em um ambiente de estresse oxidativo em células Mononucleares Humanas (PBMC) de doa-

dores de 40-59 e 60-80 anos o possível efeito antioxidante e/ou anti-inflamatório do Resve-

ratrol. Para tanto, utilizou-se 5 µM de Resveratrol e um estímulo com H2O2 0,64%v/v, em que 

através do ensaio de quimioluminescência dependente de luminol houve maior atuação do 

RSV na faixa etária de meia idade, perfil encontrado  também nas dosagens de IL-6, TNF-α e 

IL-10. Tal perfil referente ao efeito do RSV na faixa etária de meia idade também foi encon-

trado em relação à concentração de biomarcadores de cardiopatia Lipoproteína A e Fosfoli-

pase A2 num estudo intervencional in vivo. Quando observada a interferência do composto 

nas vias de sinalização PKA, Akt/PKB e MAPK apenas a terceira via promoveu a regulação 

da atividade do RSV nos experimentos.  Através do ensaio de produção de óxido nítrico o 

RSV não promoveu alteração significativa em ambas as faixas etárias estudadas. Observamos 

neste estudo que o RSV apresenta uma melhor atividade antioxidante e anti-inflamatória de 

forma preventiva em PBMC humanas e a sua atuação é alterada no envelhecimento pela mu-

dança do padrão de sinalização da via de MAPK.   

 

 

Palavras-chave: Envelhecimento. Estresse Oxidativo. Inflamação. Resveratrol.
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Abstract 

ABSTRACT 

 

Aging is characterized by a slow and progressive process in which various morphological, 

functional and biochemical changes occur which contribute to the increased vulnerability and 

incidence of pathological processes in the organism such as diabetes, cardiovascular disor-

ders, Alzheimer's disease and other morbidities. These changes can be generated through 

"Oxidative Stress", which is marked by imbalance in the redox state, due to the exacerbation 

of the pro-oxidants or dysfunction of the antioxidant mechanisms. This imbalance is closely 

associated with immunosenescence, in which the elderly individual presents functional reduc-

tion of the innate immune system, increased basal inflammatory activity and elevated expres-

sion of proinflammatory cytokines that provide a state of chronic inflammation called In-

flammaging. In counterpoint, there are the antioxidant compounds, produced in an endoge-

nous or exogenous way in order to block and / or eliminate such oxidant species, preventing 

the oxidation of biomolecules. As part of the exogenous antioxidant substances classified as 

non-enzymatic, Resveratrol (RSV) is a polyphenol that has several proven biological activi-

ties as antioxidant, anti-inflammatory and anti-tumor capacity. The objective of our study was 

to verify the possible antioxidant and/or anti-inflammatory effect of Resveratrol in an envi-

ronment of oxidative stress in Human Mononuclear Cells (PBMC) of donors aged 40-59 and 

60-80 years. For that, 5 μM of Resveratrol and a stimulus with 0.64% v/v H2O2 were used, in 

which through the luminol-dependent chemiluminescence assay there was a higher perfor-

mance of RSV in the middle age group, a profile also found in dosages of IL-6, TNF and IL-

10. This profile related to the effect of RSV on the middle age group was also found in rela-

tion to the concentration of lipoprotein A and Fosfolipase A2 heart biomarkers in an in vivo 

interventional study. When interfering with the compound in the signaling pathways PKA, 

Akt/PKB and MAPK, only the third pathway promoted the regulation of RSV activity in the 

experiments. Through the nitric oxide production test, RSV did not promote significant altera-

tion in both age groups studied. We observed in this study that RSV presents a better anti-

inflammatory and anti-inflammatory activity in a preventive way in human PBMC and its 

performance is altered in aging by changing the signaling pattern of the MAPK pathway. 

 

 

 

Keywords: Aging. Oxidative Stress. Inflammation. Resveratrol. 
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1- INTRODUÇÃO 

 

O processo do envelhecimento populacional é um fenômeno verificado mundialmente, 

e no Brasil não se dá de forma diferente. As projeções indicam que a população idosa brasilei-

ra irá ultrapassar um número de 30 milhões de habitantes em 2020, enquanto que no ano de 

2050 tal população será em torno de 253 milhões de pessoas (MENDES et al, 2018). Apesar 

de ser bastante evidenciado nos países desenvolvidos, tal crescimento vem ocorrendo de for-

ma acelerada em países subdesenvolvidos como o Brasil, visto que segundo Renato Veras 

(2007) o número de idosos no país aumentou num percentual de 600% no período de 1960 a 

2006, ou seja, um aumento em menos de cinquenta anos. Os gráficos abaixo (Figura 1) de-

monstram as alterações ocorridas na população brasileira ao longo dos anos. 

 

Figura 1: Representação gráfica da evolução das faixas etárias na população brasileira. Em (A) 1980 e (B) uma 

projeção para 2050. Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística - IBGE, 2017. 

 

Diante de tal imposição demográfica o processo de envelhecimento tem recebido um 

maior interesse em todo mundo. O crescente grupo de pessoas idosas não apenas contribui 

para mudanças nas estruturas sociais, mas também requer uma modificação dos programas 

nacionais de políticas sociais orientados a satisfazer as diversas necessidades dos idosos (TA-

LARSKA et al, 2018). 

 



 

18 
 

ALMEIDA, M. S. 

Introdução 

 

 O envelhecimento pode ser classificado como uma das etapas sequenciais da vida, 

apresentando-se como um processo lento, progressivo e inevitável, caracterizado por diversas 

modificações morfológicas, funcionais, bioquímicas e psicológicas, que contribuem para o 

aumento da vulnerabilidade e incidência dos processos patológicos no organismo (CUNHA, 

G. L.; JECKEL-NETO, 2002). 

Diante desse crescimento acelerado da população idosa, torna-se necessário um maior 

desenvolvimento de pesquisas a fim de adequar a sociedade a esta nova realidade. De forma 

que o envelhecimento possui afeitos impactantes na sociedade, sendo o que diz respeito à sa-

úde o mais relevante. Com o aumento da perspectiva de vida, o desafio agora é viver mais, 

porém de forma saudável e com uma melhor qualidade de vida (MENEZES et al, 2018).    

A dinâmica do envelhecimento da população mundial fez com que a ciência, os pes-

quisadores e também a população buscassem formas para minimizar ou evitar os efeitos deste 

processo, fato que proporcionou nos últimos anos um aumento de pesquisas voltadas para o 

envelhecimento humano, surgindo várias teorias com o propósito de explicar as causas desse 

fenômeno (MATSUDO, S. et al. 2000). 

O processo que envolve o envelhecimento fisiológico classifica-se por inúmeras alte-

rações orgânicas decorrentes do avançar da idade no organismo humano. Tais modificações 

podem culminar na perda da capacidade desse indivíduo em manter o equilíbrio homeostático, 

gerando um declínio das funções fisiológicas. De modo que em indivíduos identificados em 

condições normais, esse processo de envelhecimento irá acontecer, porém o mesmo será ca-

paz de se adaptar a esse novo fenótipo biológico, entretanto quando tal indivíduo se encontra 

em situações que perturbem a homeostase, pode ocorrer uma disfunção dos sistemas fisiológi-

cos acarretando em processos patológicos (CANCELA, 2007). 

A partir daí surge o conceito de senescência e senilidade. O primeiro define-se como o 

resultado do somatório das mudanças características do processo biológico natural que faz 

com que as células atinjam um estado de parada de crescimento irreversível fato que pode ser 

um fator importante no surgimento do fenótipo do envelhecimento, enquanto que o segundo é 

determinado por alterações de cunho patológico que podem acometer a saúde do idoso (CIO-

SAK, S. et al. 2011; FARFEL, 2008).  
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Frente à expansão dos estudos a cerca do envelhecimento, surgiram diversas teorias 

geradas através de dados epidemiológicos, demográficos e biológicos. Tais teorias tentam 

explicar o processo de envelhecimento e suas consequências como um mecanismo complexo 

e multifatorial, sendo que para tanto estas diferentes teorias não apresentam-se em exclusivi-

dade podendo descrever tal processo de forma isolada ou em combinação com outras teorias 

(WEINERT, B.T.; TIMIRAS, P. S, 2003). 

Dentre as inúmeras teorias do envelhecimento, as mais conhecidas e difundidas são a 

Teoria do Envelhecimento Celular, Teoria Imunológica, Teoria das Mutações, Teoria da Re-

paração do DNA, Teoria da Glicosilação, Teoria da Mutagênese Intrínseca, Teoria dos Telô-

meros e a Teoria dos Radicais Livres. Como uma das mais conhecidas, a Teoria dos Telôme-

ros descreve que o encurtamento desses componentes celulares está relacionando a perda da 

longevidade nos organismos, devido a ausência da telomerase, uma enzima que adiciona repe-

tições sucessivas de bases de DNA telomérico aos telômeros (MOTA, M. P.; FIGUEIREDO, 

P.A.; DUARTE, J. A. 2004).  

No entanto, umas das teorias mais bem aceitas é a Teoria dos Radicais Livres, na qual 

o envelhecimento é desencadeado pelos radicais livres, espécies químicas de alta instabilidade 

e reatividade que alteram os constituintes biomoleculares do organismo através da sua capaci-

dade em reagir com os mesmos (FRIES, A. T.; PEREIRA, D. C. 2011).  

Neste contexto, as espécies de radicais livres são oriundas do meio endógeno tais co-

mo das membranas mitocondriais, principalmente na cadeia de transporte de elétrons, bem co-

mo fontes citoplasmáticas como a enzima xantina oxidase, outras enzimas oxidantes como 

ciclooxigenase, NAPH oxidase, peroxissomos e membranas celulares (Yu B. P, 1994; 

McCord J. M, 1985).  

 

Por outro lado tais espécies também podem ser formadas no ambiente exógeno através 

de radiação ultravioleta, fumaça de cigarro, poluentes ambientais, álcool, metais pesados e 

radiação ionizante (PHANIENDRA et al, 2015) , os quais podem ser demonstrados na Figura 

2 abaixo. 
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Figura 2: Fatores internos e fatores externos envolvidos na formação de radicais livres que podem contribuir 

para o desequilíbrio pró-oxidante/antioxidante. Fonte: Modificado PENDYALA; THOMAS; KUMARI, 2008. 

 

 

As espécies reativas são classificadas em espécies reativas de oxigênio (ERO), espé-

cies reativas de nitrogênio (ERN) e espécies reativas de cloro (ERCL). O primeiro grupo in-

clui o ânion superóxido (O2 
• -

 ), radical hidroxila (HO
.
), peróxido de hidrogênio (H2O2),  o 

segundo grupo é  representado pelo peroxinitrito (ONOO
-
), o óxido nítrico (

.
NO) e o radical 

dióxido de nitrogênio (
.
NO2) enquanto que o terceiro grupo é formado pelo cloro atômico ( 

Cl 
•
) e o ácido hipocloroso (HOCl) (BISWAS, 2016). A figura 3 representa alguns dos meca-

nismos intra e extracelulares de formação de ERO e ERN. 
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Figura 3. Principais vias de formação intra e extracelular de ERO e ERN. Abrev. NOS (óxido nítrico sintase), 

NO (óxido nítrico), ONOO- (peróxido nitrito), XO (xantina oxidase), O2.- (radical ânion superóxido), PMN 
(neutrófilos polimorfonucleares), MPO (mieloperoxidase), HOCl (ácido hipoclorídrico), .OH (radical hidroxila), 

H2O2 (peróxido de hidrogênio), SOD (superóxido desmutase), CAT (catalase) e GSH-PX (glutationa peroxida-

se). Fonte: SILVEIRA, et al. 2004. 

 

Diante da exposição elevada às espécies reativas, derivadas de diversas fontes, foi ne-

cessário o desenvolvimento de uma série de mecanismos de defesa por parte dos sistemas 

biológicos. Denominados de defesas antioxidantes, tais mecanismos dividem-se em sistemas 

enzimáticos os quais destaca-se a atuação das enzimas superóxido dismutase (SOD), glutatio-

na peroxidase (GPx) e catalase (CAT) , e também em sistemas não-enzimáticos representados 

por alguns compostos como  ácido ascórbico (vitamina C), -tocoferol (vitamina E), glutationa 

(GSH), carotenoides, flavonoides e outros antioxidantes obtidos através de fontes dietéticas 

(VALKO et al, 2007). O Quadro 1 apresenta alguns exemplos de agentes antioxidantes. 

 

 

 

 

 

 

 



 

22 
 

ALMEIDA, M. S. 

Introdução 

 

 

  
Quadro 1: Principais agentes de defesa antioxidante enzimática e não-enzimática. Fonte: BIANCHI; 

ANTUNES, 1999. 

 

Quando ocorre um desequilíbrio no estado redox, devido à exacerbação das substân-

cias pró-oxidantes ou disfunção dos mecanismos antioxidantes, caracteriza-se o Estresse Oxi-

dativo (CROTTY et al, 2017). Processo capaz de gerar modificações bioquímicas irreversí-

veis, sendo responsável por inúmeras doenças crônicas associadas à idade avançada, como 

diabetes, distúrbios cardiovasculares, reumatismo, mal de Alzheimer e doença de Parkinson 

(FRIJHOFF et al, 2015; CABELLO-VERRUGIO et al, 2016; COELHO et al, 2005). 

O desencadeamento destes estados patológicos no envelhecimento está intimamente 

relacionado às alterações ocorridas no sistema imune, fenômeno conhecido como imunosse-

nescência, no qual o individuo idoso assume um perfil ―auto-imune‖ associado também ao 

desenvolvimento do estresse oxidativo crônico (BULLONE, M; LAVOIE, J, 2017).  Ao se 

tratar de Sistema Imune deve-se ressaltar que este age através de suas células e as células mo-

nonucleares (PBMC) tem importante participação no processo de imunossenescência visto 

que estas células estão envolvidas na inflamação e durante esse processo existe um aumento 

significativo da produção de superóxido e peróxido de hidrogênio e formação de radicais li-

vres (MELLO, A.P, 2015; ABBAS et al, 2014; FAURSCHOU, M. BORREGAARD, N, 

2003).   

 

Esta condição na qual é caracterizada a redução de função do sistema imune inato, 

com macrófagos e neutrófilos apresentando alteração da resposta fagocítica, aumento da ati-

Quadro 1. Principais agentes de defesa antioxidante. 



 

23 
 

ALMEIDA, M. S. 

Introdução 

vidade inflamatória basal e elevação da expressão de citocinas pró-inflamatórias propiciam 

um estado de inflamação crônica denominado ―Inflammaging‖ (CECÍ.K, et al, 2011). 

 

De modo que esse processo de inflamação crônica subclínica é caracterizado por alte-

rações nas células senescentes que envolvem mudanças relacionadas à expressão gênica, se-

creção aumentada de citocinas pró-inflamatórias, fatores de crescimento, proteases como as 

mieloperoxidases e ERO. Sendo que tais alterações são características associadas ao surgi-

mento do ―fenótipo secretor associado à senescência (SASP)‖ (COPPÉ, J. et al. 2010). 

Diversos estudos apontam que o ―Inflammaging‖ contribua para o surgimento de di-

versas doenças de cunho inflamatório, como a doença de Alzheimer, aterosclerose, diabetes, 

osteoporose e alguns tipos de cânceres (BRITO. C et al, 2011; BAUER. M, 2016 ). A esque-

matização deste processo é demonstrada na Figura 4 abaixo. 

 

Figura 4: Representação esquemática do processo de ―Inflammaging‖. Fonte: Modificado DE LA FUENTE, 

2011. 
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A inflamação é um mecanismo natural de defesa que ocorre em resposta a estímulos 

exógenos e endógenos com o objetivo de eliminar o fator causador inicial da lesão celular, 

bem como as consequências de tal lesão. No entanto, o processo inflamatório prolongado (In-

flamação crônica subclínica), que é caracterizado no envelhecimento, pode induzir o dano 

tecidual e é a causa de muitas doenças crônicas no idoso (BISWAS. S, 2016). Esse perfil de 

inflamação crônica subclínica caracteriza-se pela infiltração persistente de baixo nível de cé-

lulas imunes, principalmente de células do sistema imune inato e níveis elevados de várias 

citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias, tanto no microambiente tecidual quanto no meio 

sistêmico (PINTI. M et al, 2016).  

Diante deste novo perfil do sistema imune no envelhecimento, as células inflamatórias 

liberam várias espécies reativas no local da inflamação, levando a um estresse oxidativo exa-

gerado. Porém numa espécie de mecanismo de retroalimentação, várias espécies reativas de 

ERO e ERN podem iniciar uma cascata de sinalização intracelular que aumenta a expressão 

gênica pró-inflamatória (CHANDEL, N. et al 2000). 

 

Neste mecanismo de inflamação, o fator de transcrição nuclear kappa B (NF-κB) é 

amplamente conhecido por ser responsável pela expressão de vários componentes inflamató-

rios. E estudos também apontam que há uma associação entre o estado do envelhecimento e o 

aumento da atividade do NF-κB desencadeado pela ocorrência de uma alteração fenotípica 

transcricional que ocorre nas células no processo de senescência. Outro fator que correlacio-

na-se com a ação do NF-κB é o estresse oxidativo, de modo que as ERO que são formadas 

intracelularmente, regulam positivamente tal composto levando à expressão de citocinas, 

quimiocinas, e enzimas inflamatórias. Sendo que esse processo se dá através da ativação do 

IKK pelas espécies reativas, que por sua vez faz com que haja a translocação do NF-κB para o 

núcleo da célula, onde ocorre a transcrição dos genes-alvo (TILSTRA, et al, 2011; SARKAR, 

et al, 2008). 

 

 

As citocinas são proteínas reguladoras de baixo peso molecular que agem em resposta 

a variados estímulos, sendo responsáveis pela mediação, intensidade e duração das respostas 

imunológicas, tornando-as mais eficazes (TONET. A; NÓBREGA. O, 2008). Existem estudos 

que apontam para a alteração na secreção dessas substâncias no envelhecimento, de forma que 

uma importante característica nesse processo é o aumento da produção de citocinas inflamató-

rias pela imunidade inata (VASTO, S. et al, 2007). 
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De acordo com os dados da literatura as citocinas se subdividem em diferentes tipos e 

famílias nas quais as funções geram diversos tipos de respostas no sistema imune. Dentre as 

citocinas de caráter pró-inflamatório o fator de necrose tumoral (TNF) e a interleucina 6 (IL-

6) estão entre as mais conhecidas por desempenharem diversas atividades  nos mecanismos 

imunes relacionados a inflamação, especificamente pela mediação central da resposta de fase 

aguda (VOLP, A. et al. 2010). Devemos ressaltar, que a interleucina 6 também exerce um 

papel anti-inflamatório dependendo da sua concentração (ROSE-JOHN, S. et al. 2012; 

SCHELLER, J. et al. 2011). Já a interleucina 10 (IL-10) destaca-se pelo seu perfil anti-

inflamatório nas reações imunológicas na quais participa (ZHANG, J; AN, J, 2007). 

 

A IL-6 é um citocina que desempenha um papel essencial na resposta da inflamação 

de fase aguda, através da indução da inflamação tanto local quanto sistêmica. Produzida por 

macrófagos, linfócitos T e células endoteliais, os efeitos desta citocina demonstram-se preju-

diciais no envelhecimento, pela sua produção de forma continuada, gerando perda de força 

muscular, declínio cardiológico, neurológico e alterações cardiovasculares (MINCIULLO, 

P.L  et al, 2016; HOLDSWORTH, S. R.; GAN, P, 2015 ). Devido a esses achados esta tem 

sido utilizada como marcador do declínio funcional confiável, agindo como um possível pre-

ditor de morbidade e mortalidade no envelhecimento (Giovannini et al. 2011). 

 

Assim como a interleucina 6, o TNF também é um mediador da resposta de fase agu-

da, porém também está envolvido na imunidade adquirida participando, portanto de respostas 

imunológicas mais específicas. Durante as reações inflamatórias o mesmo realiza o recruta-

mento de leucócitos, bem como induz a produção de IL-6 e a proteína C reativa (PCR) 

(BRUUNSGAARD, H. et al, 2000). 

 

Já a IL-10 é uma citocina produzida principalmente por macrófagos, e atua prevenindo 

a amplificação da resposta inflamatória, suprimindo essa resposta por meio da inativação de 

macrófagos e bloqueio da apresentação de antígenos. Outra função anti-inflamatória essencial 

desta citocina é a supressão da atividade de citocinas inflamatórias, como IL-6, TNF e IL-1β. 

Estudos verificaram que os níveis de IL-10 podem estar diminuídos na inflamação crônica em 

indivíduos idosos (DAGDEVIREN, S. et al, 2016; HOLDSWORTH, S. R.; GAN, P , 2015, 

CHAVES, M.M. et al., 2009).  
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Após a sua descoberta, a comunidade científica passou anos atribuindo aos ERO a de-

finição de moléculas produzidas por leucócitos com função de proteger o organismo hospe-

deiro de agressões realizadas por agentes patogênicos externos tais como vírus e bactérias, 

porém estudos mais recentes apontam que os mesmos também desempenham funções centrais 

nos mecanismos de sinalização, podendo alterar o caminho de segundos mensageiros e molé-

culas de sinalização. Tem sido demonstrado que o surgimento de várias condições patológicas 

de cunho inflamatório pode ser resultado de alterações em vias de sinalização provocadas 

pelas interações dessas vias com as espécies reativas, citocinas e moléculas inflamatórias. 

Nesse contexto, há relatos do impacto causado pela produção de ERO em algumas vias de 

sinalização, tais como as vias de PKA, AKT/PKB e MAPK e de como estes podem alterar as 

funções das mesmas (LOPES, J. P.; OLIVEIRA, S. M.; FORTUNATO, J. S, 2008). 

 

A Proteína quinase A (PKA) é uma serina-treonina que age como o principal receptor 

do AMPc em células de mamíferos, sendo associada a maioria dos efeitos biológicos desta 

substância. A ativação de PKA por meio da geração de AMPc é responsável pela regulação de 

vários processos  celulares tais como, metabolismo, regulação gênica , crescimento, divisão e 

diferenciação celular (SKALHEGG, B. S.; TASKEN, K. 2000). Pesquisas apontam que a via 

de AMPc/PKA pode determinar a formação e o acúmulo de ERO  em células de mamíferos, 

através da regulação da expressão e funcionamento catalítico do complexo I da cadeia respira-

tória mitocondrial. Bem como as ERO podem promover a fosforilação de PKA de forma in-

dependente de AMPc (ZHANG, et al. 2016).  Por outro lado, a proteína PKA foi capaz de 

inibir a secreção de interleucina 8 (IL-8) na doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC), 

exibindo atividade anti-inflamatória (OLDENBURGER, et al. 2012). 

Outra via de sinalização em que o estresse oxidativo tem implicações no seu funcio-

namento é a via da proteína quinase B (Akt/PKB).  Esta molécula sinalizadora participa de 

diversos processos críticos para a célula tais como síntese de proteínas, sobrevivência celular, 

proliferação e apoptose assim como os mecanismos de inflamação por meio da estimulação de 

citocinas como IL-6 e IL-2 (ZHANG, et al. 2016). Com a função de sobrevivência celular 

bem elucidada, esta via promove a sobrevivência neuronal através da sua fosforilação media-

da pelo estresse oxidativo induzido por H2O2, contra a morte neuronal hipóxica e isquêmica 

(PARK, et al. 2016). Em contraponto com a função de sobrevivência celular bem estabeleci-

da, autores mostraram que a alta atividade de Akt associada a altos níveis de ERO podem pre-



 

27 
 

ALMEIDA, M. S. 

Introdução 

dispor as células cancerígenas a morte, bem como induzir a senescência celular no envelhe-

cimento (LOS, et al. 2009). 

Semelhante às vias já citadas, as proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPK) 

as quais são caracterizam-se como reguladores que medeiam a transdução de sinal e desem-

penham papéis importante em vários processos celulares, como crescimento celular, diferen-

ciação, desenvolvimento, sobrevivência e morte celular, também demonstram alterações ao 

serem expostas ao estresse oxidativo. Há relatos que indicam que as ERO podem ativar tal via 

em vários tipos celulares, ao passo que o uso de antioxidante, que acabam por amenizar o 

acúmulo de ERO na célula, bloqueia a ativação da MAPK (SON, et al. 2013).  Tratando-se da 

correlação entre produção de espécies reativas e inflamação, a via p38MAPK pode ser ativada 

por fator de crescimento e citocinas com o TNF e IL-1 β, assim como é afetada direta ou indi-

retamente pelo estresse oxidativo (ZHANG, et al. 2016). 

Diante da ocorrência cada vez mais crescente de doenças crônicas com inflamação 

subclínica tais como obesidade, doenças cardiovasculares, tromboembólicas e aterogênicas, 

tem havido um esforço na busca da compreensão a cerca dos mecanismos que evolvem esses 

processos inflamatórios e se há algum fator que pode preceder um risco futuro de desenvol-

vimento de tais doenças.  Para tanto, os marcadores de inflamação como óxido nítrico (
.
NO) , 

lipoproteína A [Lp (a)] e fosfolipase A2 (PLA 2) tem sido introduzidos na clínica como alvos 

potenciais de terapia na prevenção ou no tratamento destas doenças, principalmente as cardio-

vasculares (VOLP, et al. 2008). 

Como já mencionado, o óxido nítrico (
.
NO) faz parte das espécies reativas que contri-

buem no desenvolvimento do estresse oxidativo. Porém há um número crescente de estudos 

que abordam a participação deste composto em processos biológicos benéficos para a célula.  

Para tanto a concentração e a fonte de sua síntese que podem determinar tal ação protetora ou 

tóxica, visto que a reação de síntese é catalisada pela enzima NO-sintase (NOS), agrupada nas 

isoformas: NOS constitutiva (c-NOS) e NOS induzível (i-NOS). A c-NOS produz pequenas 

quantidades de NO, da ordem de nano ou picomols nas células endoteliais em um processo 

natural a célula, enquanto que a i-NOS não é expressa sob condições normais, sendo induzida 

por citocinas e endotoxinas em células de macrófagos, linfócitos T, neutrófilos e plaquetas 

(DUSSE, 2003). 
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Nessas condições, estudos afirmam que em baixas concentrações o NO tem um papel 

crucial na vasodilatação, regulação da pressão sanguínea e prevenção da agregação plaquetá-

ria. E ainda pode agir como antioxidante pois quando produzido pela c-NOS induz a liberação 

da SOD e consequentemente diminui a produção ONOO-, assim como diminui a disponibili-

dade de O2 através da indução da síntese da ferritina (BARTBERGER, et al. 2002; DUSSE, 

2003). Por outro lado, acredita-se que a liberação do NO por um longo tempo, através da i-

NOS que deveria ser tóxico na invasão de agentes patogênicos também pode acarretar o de-

senvolvimento de processos patológicos por conta da lesão excessiva a células saudáveis 

(CERQUEIRA, N. F; YOSHIDA, W. B, 2002; FLORA F, R.; ZILBERSTEIN, B, 2000). 

Com o crescimento contínuo da ocorrência de doenças cardiovasculares na população, 

principalmente em idosos, os biomarcadores de cardiopatia tem demonstrado relevância no 

que se refere especialmente ao prognóstico dessas doenças, por essa razão biomarcadores tais 

como a Lipoproteína A e a Fosfolipase A2 estão cada vez mais inseridos no ambiente clínico 

(MOTTA, N. A. V. et al. 2013; TSIMIKAS. S, 2016). 

A lipoproteína A (Lpa), define-se como uma partícula modificada da lipoproteína de 

baixa densidade (LDL), porém adicionada a uma apolipoproteína específica e ligada à apoli-

poproteína B-100. Dados sugerem que a Lp(a) também sofre alterações no estresse oxidativo, 

ocasionando a produção de ―epítopos de oxidação‖  formados através de fosfolipídios oxida-

dos pró-inflamatórios e pró-aterogênicos, assim como a ocorrência de apoptose vascular nas 

células endoteliais,  em resposta a estimulação por espécies reativas de oxigênio. Por conta 

disso e pela sua concentração plasmática encontrar-se aumentada em situação de estresse, a 

Lp(a) é um bom preditor de doença cardiovascular aterosclerótica e doença arterial periférica 

(ORSÓ, E; SCHMITZ, G. 2017 ; KOTANI, K; SAKANE, N. 2011; HEERMEIER et al, 

1999). 

Igualmente utilizado como biomarcador de risco cardiovascular, a fosfolipase A2 

(PLA2) é uma enzima responsável pela propagação do processo de inflamação produzindo 

precursores do ácido araquidônico a partir de glicerofosfolipídeos de membrana. Existem cinco 

principais classes de PLA2, sendo que duas delas, a fosfolipase A2 secretora circulante (sPLA2) 

e fosfolipase A2 associada à lipoproteína (Lp-PLA2) estão relacionadas a progressão da ate-

rosclerose ( CORSON, M. 2009) .  
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A influência dos níveis plasmáticos das sPLA2 sobre doenças inflamatórias, como ar-

trite reumatóide  correlaciona-se com a sua ação enzimática no que tange a geração de media-

dores pró-inflamatórios. Estudos sugerem que a sua interação com a bicamada fosfolipídica 

de partículas de lipoproteínas de baixa densidade (LDL) promove uma mudança na confor-

mação apolipoproteína B acarretando na formação de LDL pró-aterogênica. A agregação da 

lipoproteína modificada podem sofrer oxidação e captação pelos macrófagos, gerando células 

espumosas (TALMUD, P; HOLMES, M. 2015). 

 

A Lp-PLA2 é secretada por células sanguíneas que compõem as respostas inflamató-

rias como  os linfócitos T, macrófagos e mastócitos. Já é consenso no meio científico que a 

hipertensão constitui um fator de risco para o desenvolvimento de doenças cardiovasculares 

baseado nisso, uma pesquisa apontou que uma a isoforma cPLA 2 é crucial para o desenvol-

vimento da hipertensão induzida por angiotensina II podendo gerar disfunção cardíaca e endo-

telial e que o estresse oxidativo e a inflamação também dependem desta fosfolipase (KHAN, 

et al. 2015). Baseado em estudos epidemiológicos, é possível inferir que a Lp-PLA2 está inti-

mamente relacionada com o mecanismo de inflamação vascular, por gerar, dois potentes me-

diadores pró-inflamatórios, os ácidos graxos livres oxidados e lisofosfolipídeos, ao hidrolisar 

o componente oxidado da fosfatidilcolina da LDL oxidada (HUANG, et al. 2017). 

 

Como dito anteriormente, diante da produção e acúmulo de espécies reativas advindas 

de diversas fontes tanto no ambiente intracelular quanto extracelular, foram desenvolvidos na 

célula mecanismos com fim de bloquear e/ou eliminar tais espécies, denominados antioxidan-

tes enzimáticos. Porém existem também os antioxidantes não-enzimáticos, classificados como 

substâncias naturais como vitaminas e compostos fitoquímicos que tem recebido bastante des-

taque em pesquisas a cerca do assunto.  

 

Compreendendo substâncias como o ascorbato, carotenoides, tocoferóis, β-caroteno, 

zinco e polifenóis, esses compostos de baixo peso molecular são capazes de raptar as ERO e 

também exibem características de proteção de constituintes lipídicos da oxidação, inibição de 

enzimas como a cicloxigenase (COX), assumindo então a função anti-inflamatória além da 

antioxidante (AFONSO, et al. 2010).    
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Fazendo parte das substâncias antioxidantes não-enzimáticas, o Resveratrol (RSV) 

(3,5,4'-tri-hidroxi-trans-estilbeno), estrutura química representada na Figura 5, é classificado 

como uma fitoalexina polifenólica que pode ser encontrado em algumas plantas como uvas,  

amendoim, frutas vermelhas e vinho tinto , e apresenta diversas atividades biológicas com-

provadas como capacidade antioxidante, anti-inflamatória, anti-apoptótica e antitumoral 

(JARDIM, et al. 2018; TSAI, et al. 2017; GAMBINI, et al. 2015). 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 5: Estrutura química da molécula de Resveratrol. Fonte: PANGENI et al., 2014. 

 

Há diversos relatos a cerca da propriedade anti-inflamatória do RSV, realizada através 

da sua interação com espécies reativas ou substâncias geradoras das mesmas. Uma pesquisa 

demonstrou que ao ser administrado por via intravenosa o RSV foi capaz de diminuir tanto a 

inflamação por esquemia quanto os oxidantes gerados pela hipoxantina/xantina oxidase 

(BAUR, et al. 2006). Por ser um potente antioxidante o resveratrol é capaz de promover a 

inibição da oxidação da lipoproteína de baixa densidade, aumentar a síntese de óxido nítrico 

endotelial ativando a NO-sintase, resultando na vasodilatação, redução da agregação plaquetá-

ria, ou seja, exibindo assim um efeito de cardioproteção. A fim de avaliar a função anti-

inflamatória do RSV, pesquisadores verificaram a redução nos níveis de marcadores de infla-

mação como o TNF, IL-6 e a enzima mieloperoxidase, assim como aumento de compostos 

antioxidantes e anti-inflamatórios como a catalase, superóxido dismutase e a citocina IL-10, 

ao administrar uma dose de 20 mg/kg de resveratrol em ratos diabéticos (PANGENI, et al. 

2014). 

Tratando-se de pesquisas que abordam a relação entre os efeitos do resveratrol e o 

processo de envelhecimento, ao administrar uma dose 160 mg/kg por dia em camundongos 

com senescência acelerada (SAMP8), foi verificado um aumento nos níveis dos componentes 
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mitocondriais da cadeia respiratória (complexos I – IV) e do complexo V (ATP sin-

tase/ATPase) . Dado interessante visto que, alterações na mitocôndria estão intimamente liga-

das a senescência (JARDIM, et al. 2018). Dados recentes propõem que o RSV exerce algu-

mas das suas atividades através da ativação de vias de sinalização tais como a Proteína qui-

nase ativada por Monofosfato de Adenosina (AMPk), que é responsável pela neuroproteção, 

bem como a via das Sirtuínas (SIRT´s) que atua como via anti-inflamatória e antioxidante 

(CETRULLO et.al., 2015; JÉSKO et al. , 2017). Porém diante das diversas propriedades do 

Resveratrol é possível que o mesmo possa atuar através de outras vias de sinalização, alteran-

do outras moléculas mensageiras, modificando assim o metabolismo de uma forma mais am-

pla. 

Como dito anteriormente, doenças relacionadas ao estresse oxidativo e a formação de 

radicais livres como as patologias de caráter inflamatório tem atingido um crescimento epi-

demiológico no cenário mundial. Nesse cenário, a população idosa faz parte de um perfil de 

risco, visto que inúmeras pesquisas comprovam a grande associação entre o estresse oxidativo 

e o processo de envelhecimento, fato que pode desencadear alterações biológicas ocorridas ao 

longo do tempo culminando nas doenças inflamatórias crônicas. Patologias com tal caracterís-

tica como as doenças cardiovasculares e diabetes vem se tornando altamente prevalentes nesta 

faixa etária da população sendo consideradas, portanto um problema de saúde pública na so-

ciedade. Diante dessa problemática tem havido um número crescente de pesquisas na busca 

de entender como se dá tal processo, bem como o desenvolvimento de novas abordagens no 

que se refere ao diagnóstico, tratamento e especialmente a prevenção.  

 

Baseado na busca cada vez mais crescente de terapias a partir de fontes naturais, so-

madas a comprovação da grande atividade antioxidante e anti-inflamatória de vários destes 

compostos, o Resveratrol configura-se como uma substância em potencial para tal fim. De 

modo que, apesar da comprovação das suas propriedades biológicas, o mecanismo de ação 

pelo qual exerce tais atividades ainda permanece com várias lacunas. Sendo assim demonstra-

se de grande importância o esclarecimento por quais mecanismos e vias de sinalização atua o 

Resveratrol para reduzir os danos celulares e teciduais causado pelos radicais livres no pro-

cesso de envelhecimento saudável, e ainda se há alguma variação quanto ao impacto na ação 

do mesmo em diferentes faixas etárias.
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2- OBJETIVOS       

       

2.1 Objetivo Geral 

 

Verificar em um ambiente de estresse oxidativo em células Mononucleares Humanas de doa-

dores de 40-59 e 60-80 anos o possível efeito antioxidante e/ou anti-inflamatório do Resve-

ratrol. 

 

2.2 Objetivos Específicos: 

 

2.2.1 Avaliação da Viabilidade Celular através de MTT 

 

o Avaliar a capacidade redutora celular por ensaio de MTT, em células Mononucleares Hu-

manos estimuladas com Resveratrol. 

 

2.2.2- Avaliação dos Compartimentos Oxidativos em Células Mononucleares Humanas 

 

o Quantificar a produção de ERO, por ensaio de Quimioluminescência dependente de lu-

minol, em Células Mononucleares Humanas; 

 

2.2.3- Avaliação das Vias de Sinalização em Células Mononucleares Humanas 

o Avaliar a produção de ERO por ensaio de Quimioluminescência dependente de lumi-

nol, na ausência ou presença de inibidor da via de sinalização celular: H89: Inibidor de 

PKA, Akt Inhibitor: Inibidor de AKT/PKB e p38 MAP Kinase Inhibitor III): Inibidor 

específico da MAPK; em Células Mononucleares Humanas. 

 

2.2.4- Verificação da Liberação de Interleucinas por células Mononucleares Humanas 

 

o Dosagem de IL-10, IL-6 e TNF, através de kits comerciais, em células Mononuclea-

res Humanas. 
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 2.2.5- Avaliação da Produção de Biomarcadores cardiometabólicos em Células Mononu-

cleares Humanas 

 

o Mensurar a Produção de NO por Reação de Griess, em Células Mononucleares Hu-

manas estimuladas com Resveratrol; 

o Realizar a dosagem da Lipoproteína A e Fosfolipase A2 através de kits comerciais em 

plasma humano; 
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3- METODOLOGIA 

 

3.1-Equipamentos 

Autoclave vertical (PHOENIX), Banho-Maria a 37°C (HEMOQUÍMICA), Câmara de Neu-

bauer espelhada (OPTIK LABOR), Centrífuga (LS3PLUS-CELM), Estufa (SHEL LAB), 

Leitor de Microplacas (THERMO PLATE), Microscópio biológico binocular (BIOVAL), 

Luminomêtro (Berthold Lumat LB 9501), Capela (PERMUTION, E.J. Krieger, Cia LTDA), 

Balança semi analítica (MARTE), PhMETRO (Nalgon).  

 

3.2- Reagentes  

Resveratrol, Ácido Fosfórico 85%, Azul de Trypan, Dimetilsulfoxido (DMSO), Hidroxido 

de sódio Luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4phthalozinedione), MTT 3-(4,5 dimethyazol-2yi)-

2,5 diphenyltetrazolium bromide), Naftiletilenodiamida, Sulfanilamida foram obtidos pela 

Sigma Aldrich (St Louis,MO). Ácido Clorídrico, Cloreto de sódio, Cloreto de Potássio, Fosfa-

to de sódio bifásico anidro, Fosfato de potássio monobásico anidro, Nitrito de sódio e Peróxi-

do de Hidrogênio 30% (H2O2) foram obtidos da LabSynth (São Paulo, BR). Meio RPMI-1640 

com L-GLUTAMINAE 25MM HEPES ISENTO DE BICARBONATO DE SÓDIO  (SIGMA 

ALDRICH), gelatina de pele suína , tipo A (SIGMA ALDRICH), Telebrix 30 Meglumina 

(Guerbet). Por fim, In solution
TM

 H89, Akt Inhibitor, p38 MAP Kinase Inhibitor III foram 

obtidos pela Calbiochem (Darmstadt, Germany). 

 

3.3- Kits Comerciais 

 

ENZO (human) IL-10 (ADI 900-036), IL-6 (ADI 900-033) , TNF (ADI 901-099) e 

sPLA2, (ADI-907-002) Elisa Kit – Enzo life Sciences e human Lp(a), ELISA  AssayPro 

(CEL3001-1).    
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3.4- Preparo das soluções 

 

SOLUÇÃO DE H2O2 18%v/v 

 

Para solução estoque, 300 µL de H2O2 30%v/v foi diluído para um volume final de 

500 µL com PBS. Posteriormente o conteúdo foi homogeneizado e colocado em eppendorf. 

 

 

SOLUÇÃO DE RESVERATROL 

 

Para solução estoque, o conteúdo do frasco (100mg) foi diluído em 10 mL de DMSO. 

Esta solução (43810µM) foi estocada refrigerada. Para uso, faz-se uma solução com volume 

de 10 mL: pipeta-se 18µL do estoque (43810µM) e adiciona-se 9982 mL de PBS. Esta solu-

ção está a 78.94µM que é também, filtrada em membrana de porosidade de 0,22 microns, e 

colocada em recipiente estéril. 

 

SOLUÇÃO TAMPÃO FOSFATO SALINA SEM CÁLCIO E SEM MAGNÉSIO (PBS)  

 

Para o preparo de PBS, foram misturados os seguintes sais: Na2HPO4 (1,15g), 

KH2PO4 (0,20g), NaCl (8,0g), KCl (0,20g), sendo o volume final completado para 1 litro com 

água MILLI-Q. O potencial hidrogeniônico (pH) da solução (7,3) foi acertado utilizando-se 

HCl 1N ou NaOH 1N.  

 

 SOLUÇÃO DE AZUL DE TRIPAN  

 

Fez-se a diluição de 0,1g do corante Azul de Tripan em 100 mL de solução de PBS 

(0,1% em PBS). 

 

MEIO DE CULTURA RPMI 

 

Um frasco de RPMI foi diluído em 900 mL de água Mili-Q. Em seguida foram adicio-

nados 2,2g de bicarbonato de sódio e solução antibiótica / antimicótica. O pH foi ajustado 

para a faixa de 7,3 – 7,4, utilizando-se NaOH 0,5N. O volume final da solução foi ajustado 



 

36 
 

ALMEIDA, M. S. 

Metodologia 

para 1000 mL. Em seguida a solução foi filtrada em membrana de porosidade de 0,22 mi-

crons, e colocada em recipiente estéril. 

SOLUÇÃO PADRÃO DE NITRITO  

 

Para o preparo da solução 6,9 mg de Nitrito de sódio (NaNo2) foi dissolvido em 10 mL 

de PBS; com a obtenção de uma solução padrão a 10 mM.  

 

 

SOLUÇÃO DE SUFANILAMIDA 1% 

 

Para o preparo da solução, 1,0g de Sulfanilamida foi dissolvido em 100 mL de Ácido 

Fosfórico 2,5%. O conteúdo foi homogeneizado e protegido da luz. 

 

SOLUÇÃO DE NAFTILENODIAMIDA 0,1%  

 

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

Ácido Fosfórico 2,5%. O conteúdo foi homogeneizado e protegido da luz. 

 

 SOLUÇÃO DE GRIESS 

 

Esta solução foi preparada a partir da mistura em proporções iguais da Sulfanilamida 

1% com Nafitiletilenodiamida 0,1%. Essa solução é feita no momento da dosagem de nitrito, 

no Teste de produção de NO. 

 

SOLUÇÃO DE LUMINOL  

 

Luminol: 1,77 mg, DMSO: 1,00 mL. Esta solução (10
-2

M) foi estocada sem contato 

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

 

SEPARAÇÃO DAS CELULAS MONONUCLEARES 

 

          Solução fornecida pela Bion® e a separação foi realizada segundo as informações do fabricante.   
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MTT  

 

A solução de MTT foi preparada com 5 mg de MTT para 1 mL de PBS a pH 7,3 e estocada 

em recipiente fechado, vedado de luz e ar sob refrigeração até 8º C. 

 

3.5- Seleção de Doadores 

 

Projeto aprovado pelo comitê de ética e pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais - 

CAAE: 2 45249715.1.0000.5149. Foram selecionados indivíduos de 40 a 80 anos, pertencentes a 

ambos os sexos, nos quais as amostras foram cedidas através da parceria com diversos labora-

tórios. Os indivíduos selecionados foram divididos em duas faixas etárias, sendo a primeira de 

40 a 59 anos, denominada grupo de meia idade, enquanto que a segunda faixa etária de 60 a 

80 anos foi denominada, grupo de idosos. Aqueles que estiveram aptos à participação, foram 

submetidos à assinatura de um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). As ca-

racterísticas demográficas da população do estudo encontram-se no anexo 1. 

 

3.6- Separação de células Mononucleares Humanas 

 

Em suma, 4mL de sangue heparinizado foram adicionados sobre 3 mL de gradiente Mo-

nopaque (densidade= 1,12) em tubos de vidro. Após centrifugação a 2200 rpm por 15 minutos 

foram obtidas duas fases distintas separadas por dois anéis interfásicos. O plasma, correspon-

dente à primeira fase formada após centrifugação, foi descartado. As células mononucleares 

foram acondicionadas em um tubo de vidro, que teve seu volume completado com PBS 

(pH=7,3) para duas sessões de lavagem a 2200 rpm por 10 minutos cada. Após as duas lava-

gens as células foram suspensas em 1,0 mL de PBS. Para utilização, as mesmas foram diluí-

das 100 vezes em PBS e contadas em placa de Newbauer. O volume final foi ajustado para 1 

x 10
6
 células em 100 µL. 

3.7- Ensaio para Definição da concentração de H2O2 utilizada no estudo 

As células Mononucleares humanas foram estimuladas com concentrações crescentes 

de H2O2: H2O2 0.1%v/v; H2O2 0.25%v/v H2O2 0.64%v/v; H2O2 1.61%v/v; H2O2 4.02%v/v, 

por 24 horas 37°C e umidade. O ensaio de Azul de Tripan foi utilizado para conferir a viabili-
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dade celular. Foi realizado teste de quimioluminescência e óxido nítrico (item 4.10) para as 

concentrações que apresentaram viabilidade celular dentro dos parâmetros aceitáveis (OLI-

VEIRA, L; DIAS, S, 1970). 

 

3.8- Definição da concentração de RSV utilizada no estudo 

 

A concentração do RSV (5 µM) escolhida para  ser usada em Células Mononucleares 

humanas foi baseada em uma Curva Dose-Resposta através do teste de Viabilidade por MTT, 

padronizada no laboratório. 

 

3.9- Avaliação da viabilidade celular 

 

3.9.1- Teste de exclusão por Azul de Tripan  

 

A viabilidade das células Mononucleares Humanas utilizados nos ensaio de dosagem 

de óxido nítrico foi monitorada pelo teste de exclusão de azul de tripan (OLIVEIRA, L; DI-

AS, S., 1970). Resumidamente, após a incubação em banho-maria por 24 horas para quantifi-

cação de nitrito, as células foram centrifugadas a 1500 por 10 minutos. O sobrenadante foi 

recolhido e utilizado na dosagem de nitrito. O ―pellet‖ foi ressuspenso em 100µL de PBS pH 

7,4, ao qual foi adicionado imediatamente 1 gota de solução 0,1% de azul de tripan em salina. 

Após a análise por microscopia óptica, as células mononucleares eram consideradas inviáveis 

quando eram preenchidas pelo azul de Tripan ou então quando havia degeneração de seu for-

mato comum. A contagem da viabilidade celular foi feita em placa de Newbauer, seguindo o 

cálculo a seguir:  

 

Células viáveis (%) = 
                            

                         
  X 100 

 

3.9.2- Ensaio de MTT 
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O MTT é um teste de citotoxicidade utilizado para mensurar a proliferação celular.  

Classificado como um teste colorimétrico, a determinação da viabilidade celular se dá de for-

ma que o tetrazol do MTT (brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazólico)  sofre 

redução na mitocôndria de células vivas, através da clivagem da enzima succinato desidroge-

nase, formando cristais de formazan passando assim da coloração amarela para a púrpura 

(MOSMANN, et al. 1996). A formação dos cristais de formazan está ligada ao estado funcio-

nal da cadeia respiratória, bem como a sua formação é diretamente proporcional ao número de 

células viáveis e pode ser facilmente determinada em aparelho de espectofotômetro (FIGUE-

ROA. et al. 2016). 

Para execução deste experimento, as células foram colocadas em placas de cultura ce-

lular de 96 poços na concentração de 5x10
3 

células/poço. Foram divididos em quatro grupos 

(triplicata por grupo) com tratamentos distintos descritos na tabela 1. Foram incubadas em 

estufa umidificada a 37°C por 30 minutos.  

Após esses 20 minutos, acrescentou-se 20μL da solução de MTT aos poços e a placa 

foi colocada mais uma vez em estufa a 37°C por 30 minutos protegida da luz. Em seguida, 

adicionou-se 100μL de DMSO homogeneizando para dissolução dos cristais de formazan 

gerados. A absorbância foi lida a 570nm no leitor de microplacas.  

 

 

 

3.10- Ensaio de Quimioluminescência  

Esta técnica baseia-se na reação entre luminol (5-amino-2,3-dihidro-1,4 phtthalozinedio-

ne) e as espécies reativas geradas na ausência ou presença das diferentes concentrações das 

substâncias, individualmente.  As células produzem uma luminosidade natural definida como 

quimioluminescência nativa ou natural. Contudo, esta luminosidade pode ser amplificada, 

usando-se reagentes químicos que, ao reagirem com as ERO produzidas, passam a emitir a 

luminescência amplificada, conforme a reação abaixo (Figura 6): 

 

Placa de 96 poços     PBMC (5X10
5
)      H2O2 18% v/v       RSV 79.84 µM       RPMI sem soro 

Basal          50 µL                                                                                   130 µL 

H2O2 0,64% v/v           50 µL                       7 µL                                                    123 µL 

H2O2 0,64% v/v + RSV 5 µM           50 µL                       7  µL                   13 µL                      110 µL 

RSV 5 µM           50 µL                                                   13 µL                      117 µL 

Tabela 1: Disposição dos grupos e seus tratamentos no Ensaio de MTT em PBMC. 
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Figura 6: Reação de Quimioluminescência dependente de Luminol. Fonte Modificada: Albertin et. al., 1998.  

 

 

3.10.1- Quimioluminescência com Células Mononucleares Humanas 

 

Um total 1x10
6
 células Mononucleares Humanas foram divididas em quatro grupos (1x10

6
 

células/grupo) com tratamentos diferentes, como descrito na tabela 2. Em tubos específicos 

para Luminômetro, no qual os compostos contidos nos tratamentos foram colocados direta-

mente nos tubos, adicionou-se os 500μL de luminol 10
-4

M para completar o volume final de 

700μL. Cada tubo foi colocado no Luminômetro e a leitura foi realizada em corridas de 10 

minutos. Após o tempo decorrido, a leitura era realizada com valores de Unidades Relativas 

de Luz/minuto (RLU/min.) colocando-se o tubo subsequente para leitura. O processo foi repe-

tido para todos os tubos. Foi feita, então, a média dos minutos de cada tubo. 

 

 

 

3.10.2- Quimioluminescência com inibidores da via de PKA (H89), AKT/PKA (Akt Inhibi-

tor) e de MAPK (p38 MAP Kinase Inhibitor III) 

 

As concentrações dos inibidores H89, Akt Inhibitor e p38 MAP Kinase Inhibitor III 

foi baseada na literatura, além de padronizações realizadas anteriormente pelo laboratório. A 

concentração do H89 (1µM) foi baseada em experimentos realizados por ZHANG et al, en-

Tubos de luminômetro PBMC (1X10
6
)      H2O2 18% v/v       RSV 79.84 µM         PBS 

Basal           100 µL                       -                               -                 100 µL 

H2O2 0,64% v/v    100 µL                    10 µL                        -                   90 µL 

H2O2 0,64% v/v + RSV 5 µM           100 µL                    10 µL                 43.5 µL              46.5 µL 

RSV 5 µM       100 µL                      -                        43.5 µL              56.5 µL 

Tabela 2: Disposição dos grupos e seus tratamentos no Ensaio de Quimioluminescência em PBMC 

.PcélulhhhhhhhMoMononucleares hu,anas 



 

41 
 

ALMEIDA, M. S. 

Metodologia 

quanto que as concentrações do  Akt Inhibitor (1µM)  e p38MAPKinase Inhibitor III (10µM)    

foram baseadas nos experimentos realizados por URAK et al e  SWEPSON et al,  respecti-

vamente.  

Com o objetivo de verificar se os inibidores necessitariam da maquinaria celular para 

exercer a sua ação ou se os mesmos poderiam reagir de forma inespecífica com compostos 

tais como o Resveratrol ou/e H2O2, foi realizado um experimento controle caracterizado pela 

não adição de célula, descritos na tabela 3.  

 Adicionalmente foi utilizado um segundo controle com adição de célula descritos na 

tabela 4, com o intuito de estabelecer uma comparação dos resultados da Quimioluminescên-

cia entres estes e os grupos que continham inibidor, bem como observar tal interação.  

Somados aos grupos controles, foi realizado o experimento no qual utilizou-se  grupos 

com adição dos respectivos inibidores, adicionados separadamente em relação ao outro inibi-

dor. Inicialmente, 100 µL das células a 1x 10
6
 foram incubadas com 100 µL do inibidor (H89 

a 1 µM, Akt Inhibitor a 1 µM  e p38 MAP Kinase Inhibitor III a 10 µM) em banho-maria a 

37
0
C por 30 minutos. Posteriormente, esses grupos foram centrifugados a 1500 rpm por 10 

minutos, o pellet foi descartado sendo que os tratamentos (descritos na tabela 4) foram adicio-

nados. 

      Em tubos específicos para Luminômetro, foram, então, colocados os 500μL de luminol 

10
-4

M para completar o volume final de 700μL. Cada tubo foi colocado no Luminômetro e a 

leitura foi realizada em corridas de 10 minutos. Após o tempo decorrido, retirava-se o tubo e a 

fita de papel com os valores de Unidades Relativas de Luz/minuto. (RLU/min.) colocando 

novo tubo para leitura. O processo foi repetido para todos os tubos. Foi feita, então, a média 

dos minutos de cada tubo. 

 

 

 

Tubos de luminômetro     Inibidor       H2O2 18% v/v       RSV 79.84 µM       PBS 

Inibidor + H2O2 0,64% v/v      100 µL            10 µL                         -                      90 µL 

Inibidor + RSV 5 µM      100 µL                 -                         44 µL                 56 µL 

 

 

 

Tabela 3: Disposição dos grupos controles sem células e seus tratamentos no Ensaio de Quimioluminescência em  

PBMC. 



 

42 
 

ALMEIDA, M. S. 

Metodologia 

 

 

Tubos de luminômetro    H2O2 18% v/v       RSV 79.84 µM       PBS 

Basal            -                         -                           200 µL 

H2O2 0,64% v/v         10 µL                   -                           190 µL 

H2O2 0,64% v/v + RSV 5 µM         10 µL                 44 µL                     146 µL 

RSV 5 µM           -                  44 µL                     156 µL 

 

3.11- Avaliação da dosagem de IL-10 em Células Mononucleares Humanas 

 

As células foram incialmente incubadas em banho-maria a 37°C por 24 horas na con-

centração de 1x10
6, 

seguindo o padrão de análise com quatro grupos nos quais o tratamento 

encontra-se descrito na tabela 5. Após essas 24 horas, as células foram centrifugadas a 1500 

rpm por 10 minutos , sendo o sobrenadante coletado para a análise posterior. Em seguida, o 

sobrenadante foi coletado e seguiu-se com os procedimentos descritos no Kit específico usado 

para a dosagem da concentração de IL-10. 

Human IL-10 Uncoated ELISA- ENZO Life Sciences  

 

As amostras foram lidas a 450nm.  Os cálculos foram realizados através da análise do 

slope da curva e regressão linear. 

 

3.12- Avaliação da dosagem de IL-6 em Células Mononucleares Humanas 

 

As células foram incialmente incubadas em banho-maria a 37°C por 24 horas na con-

centração de 1x10
6, 

seguindo o padrão de análise com quatro grupos nos quais o tratamento 

encontra-se descrito na tabela 5. Após essas 24 horas, as células foram centrifugadas a 1500 

rpm por 10 minutos , sendo o sobrenadante coletado para a análise posterior. Em seguida, o 

sobrenadante foi coletado e seguiu-se com os procedimentos descritos no Kit específico usado 

para a dosagem da concentração de IL-6. 

Human IL-6 Uncoated ELISA- ENZO Life Sciences 

As amostras foram lidas a 450nm. Os cálculos foram realizados através da análise do 

slope da curva e regressão linear. 

Tabela 4: Disposição dos grupos com inibidor e seus tratamentos no Ensaio de Quimioluminescência em PBMC.  
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3.13- Avaliação da dosagem de TNF em Células Mononucleares Humanas 

 

As células foram incialmente incubadas em banho-maria a 37°C por 24 horas na con-

centração de 1x10
6, 

seguindo o padrão de análise com quatro grupos nos quais o tratamento 

encontra-se descrito na tabela 5. Após essas 24 horas, as células foram centrifugadas a 1500 

rpm por 10 minutos, sendo o sobrenadante coletado para a análise posterior. Em seguida, o 

sobrenadante foi coletado e seguiu-se com os procedimentos descritos no Kit específico usado 

para a dosagem da concentração de TNF. 

Human TNF Uncoated ELISA- ENZO Life Sciences 

 

As amostras foram lidas a 450nm. Os cálculos foram realizados através da análise do 

slope da curva e regressão linear. 

 

3.14- Avaliação do Resveratrol sobre Biomarcadores de Complicações Cardiometabólicas 

3.14.1- Produção de NO pela “Reação de Griess” 

 

A determinação indireta do NO pode ser realizada através da dosagem de um dos seus 

metabólitos, o nitrito, sendo que o método frequentemente utilizado na mensuração desse íon 

baseia-se na reação de Griess (GRIESS, 1864).  

Este método de quantificação caracteriza-se pela reação entre o nitrito com a sulfanila-

mida em meio ácido, gerando o composto diazólico que por sua vez reage com o cloridrato de N-

(lnaftil)etilenodiamina, resultando na coloração vermelha (RAMOS et al. 2006).  

Seguindo tal protocolo, a produção de NO em Células Mononucleares humanas, através 

dosagem de nitrito, foi quantificada de modo que foram utilizados quatro grupos para análise, 

os quais encontram-se descritos na tabela 5.  Sendo que em cada um dos grupos, 1x10
6
 célu-

las foram incialmente incubadas em banho-maria a 37°C por 24 horas. Após estas 24 horas, as 

células foram centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi 

coletado e utilizado para dosagem do nitrito. Enquanto que o pellet foi resuspenso em 100μl 

de PBS pH 7,4 e imediatamente, submetido à análise de viabilidade celular. Para dosagem do 
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nitrito, foi utilizado 100μl de sobrenadante, que foram dispostos em placas de 96 poços. Aos 

sobrenadantes, foram adicionados 100μl de solução de Griess, que é formada de sulfanilamina 

1% em 2,5% de ácido fosfórico e nafitilenodiamina 0,1% em 25% de ácido fosfórico, na pro-

porção 1:1. O conteúdo da placa foi analisado por leitor de microplacas, no comprimento de 

onda 540 nm. A concentração de nitrito foi calculada por regressão linear, utilizando a curva 

padrão obtida a partir de uma solução de nitrito de sódio 1 mM e meio de cultura RPMI. 

 

Tubos de vidro PBMC (1X10
6
)      H2O2 18% v/v       RSV 79.84 µM       RPMI sem soro 

Basal      100 µL                       -                             -                                200 µL                       

H2O2 0,64% v/v      100 µL                    10 µL                                                         190 µL 

H2O2 0,64% v/v + RSV 5 µM      100 µL                    10 µL                   18.75 µL                       171.25 µL 

RSV 5 µM      100 µL                         -                       18.75 µL                       181.25µL 

 

 

3.14.2 Avaliação Comparativa do Efeito do Resveratrol nas Faixas Etárias de Meia Idade e 

Idosos - Estudo Intervencional  

 

O estudo foi realizado com doadores da faixa etária de 40 a 80 anos, sob a colaboração 

do médico José Wilson Ribas. De forma que a realização dos testes aconteceram na Clinica 

IVC Health testes em saúde humana – Belo Horizonte, MG com parceria da Reviv - Centro 

Avançado de Medicina Integrativa – ME – Brasília, DF. O estudo intervencional foi delineado 

através de um desenho piloto seguindo as características baseadas em estudos descritos na 

literatura (Anexo 2), de modo que tais características são representadas no esquema 1, a se-

guir. 

 

Tabela 5: Disposição dos grupos e seus tratamentos na Análise de produção de NO pela “Reação de Griess” em PBMC. 



 

45 
 

ALMEIDA, M. S. 

Metodologia 

 

 

Esquema 1: Desenho piloto utilizado no Estudo Intervencional para Dosagem de Lp(a) e PLA2 sob o efeito do 

RSV. 

 

 

 

 



 

46 
 

ALMEIDA, M. S. 

Metodologia 

3.14.3- Avaliação Comparativa entre as Faixas Etárias do Efeito do RSV sobre a Atividade 

da Liproteina A [Lp (a)] em Plasma Humano 

 

As amostras de plasma foram obtidas através da coleta de sangue via intravenosa, uti-

lizando tubo heparinizado, sendo processadas através da centrifugação a 1500 rpm durante 10 

minutos. Após os 10 min, o plasma foi estocado a -20°C até o momento da realização do tes-

te. Em seguida, 5µl de plasma foi utilizado numa diluição de 1:8000 e seguiu-se com os pro-

cedimentos descritos no Kit específico usado para a dosagem da atividade de [Lp (a)]. 

Human [Lp(a)] Uncoated ELISA- AssayPro 

 

As amostras foram lidas a 405 nm. Os cálculos foram realizados através da análise do 

slope da curva e regressão linear. 

 

3.14.4 Avaliação Comparativa entre as Faixas Etárias do Efeito do RSV sobre a Atividade 

da Fosfolipase A2 em Plasma Humano 

 

As amostras de plasma foram obtidas através da coleta de sangue via intravenosa, uti-

lizando tubo heparinizado, sendo processadas através da centrifugação a 1500 rpm durante 10 

minutos. Após os 10 min, o plasma foi estocado a -20°C até o momento da realização do tes-

te. Em seguida, 50µl de plasma foi utilizado e seguiu-se com os procedimentos descritos no 

Kit específico usado para a dosagem da atividade de PLA2. 

Human sPLA2 Colorimetric detection - ENZO Life Sciences 

 

As amostras foram lidas a 405 nm. Os cálculos foram realizados através da análise do 

slope da curva e regressão linear. 
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3.15- Análise estatística 

 

Os resultados foram expressos em média ± erro padrão. Todos os dados foram anali-

sados pelo teste de normalidade Kolmogorov–Smirnov. Foi utilizada a análise de variância 

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

tras apresentavam distribuição normal, e o teste de Dunns quando não seguiam a distribuição 

normal. Diferenças foram consideradas significantes para p < 0,05. Todas as análises foram 

realizadas utilizado o software GraphPad Prism versão 5.0 para Windows (San Diego, Cali-

fornia, USA). 
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4-  RESULTADOS 

 PARTE I 

4.1- Padronização  

4.1.1 Padronização Através da Curva Concentração-Resposta da Concentração de H2O2 

Utilizada em Células Mononucleares Humanas 

Devido às suas propriedades físico-químicas, como estabilidade, meia-vida longa e fá-

cil difusão através das membranas celulares, o H2O2 caracteriza-se como fator oxidante inte-

ressante na indução do estresse oxidativo, sendo bastante utilizado em estudos de sinalização 

das respostas celulares (HUANG, B; SIKES, H. 2014). Sendo este um potencial mensageiro 

no transporte da desregulação redox, podendo contribuir para ocorrência de diversos proces-

sos inflamatórios tais como nas doenças cardiometabólicas (SIES, H. 2017; FONSECA, L et 

al. 2014). Diante disto, foi realizada a padronização da concentração de uso do H2O2 através 

da estimulação das células mononucleares humanas com valores crescentes de concentração 

do H2O2 0.1%v/v; H2O2 0.25%v/v H2O2 0.64%v/v; H2O2 1.61%v/v; H2O2 4.02%v/v, as quais 

os resultados podem ser observados na figura 7. 

 

Figura 7: Curva Concentração-Resposta de H2O2 em PBCMs. As PBCMs foram estimuladas por concentrações 

crescentes de H2O2 por 10 minutos (H2O2 0.1%v/v; H2O2 0.25%v/v H2O2 0.64%v/v; H2O2 1.61%v/v; H2O2 

4.02%v/v;) e a viabilidade das mesmas foi testada através do teste de Azul de Tripan, que para ser considerado 

viável deve apresentar pelo menos 70% de células vivas. Os ensaios foram realizados em triplicata para cada 

concentração com n= 9. 
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De acordo com o que é demonstrado na figura 7 é possível observar que as PBCMs se 

mantêm viáveis, ou seja, com viabilidade acima de 70% apenas no intervalo de concentração 

0.1%v/v a 0,64 %v/v de H2O2. Diante destes resultados o nosso próximo passo foi verificar se 

estas três concentrações eram capazes de gerar a mesma quantidade de ERO expressa por 

RLU/min, via ensaio de quimioluminescência.  

 

4.1.2- Avaliação por Quimioluminescência e Óxido Nítrico da Produção de ERO Induzida 

por H2O2 em Células Mononucleares Humanas 

Como dito anteriormente, seguindo com as três concentrações em que as células mo-

nonucleares apresentaram-se viáveis, no ensaio de Quimioluminescência foi possível consta-

tar através da análise da figura 8 que apesar da concentração de 0.1%v/v de H2O2 ter sido 

capaz de induzir um estímulo necessário para a produção de ERO quando comparada ao con-

trole celular basal esta não foi capaz de induzir a mesma quantidade de ERO das duas outras 

concentrações estudadas a saber: 0,25 %v/v e 0,64 %v/v. Verificamos também que as concen-

trações de 0,25 %v/v e 0,64 %v/v induziram a mesma quantidade de ERO e que na nossa cur-

va a concentração de 0,64% atingiu o estado de platô, no qual a partir desta concentração ti-

vemos uma morte celular maior que 70%.  

 

Figura 8: Avaliação da produção de ERO induzida pelo H2O2 no ensaio de Quimioluminescência.  A geração de 
ERO foi expressa em RLU/min durante 10 minutos; **< 0,005; **** e ####  = p< 0,0001; = resultado significati-

vo pela análise de ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni´s. **** e **: em relação ao grupo basal ; ####: em 

relação ao grupo H2O2 0.1%v/v . n = 9.  
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Já no ensaio de NO (Figura 9) as três concentrações não diferiram estatisticamente 

entre si e com o basal. Portanto a concentração de 0,64% v/v foi escolhida para os ensaios 

desenvolvidos nas PBMC. 

 

Figura 9: Avaliação da produção de Óxido Nítrico induzida por H2O2.  A geração de NO foi expressa em mM;  
Não há diferença significativa entre os grupos. ANOVA on way teste, pós-teste de Bonferroni´s Comparação 

múltipla. n = 9. 

 

 

 

4.1.3- Padronização Através da Curva Concentração-Resposta da Concentração de RSV 

Utilizada em Células Mononucleares Humanas 

Com base na padronização da concentração do Resveratrol (RSV) abrangendo o uso 

em células leucocitárias humanas foi obtida a curva dose-concentração do RSV realizada por 

meio do teste de metabolização do MTT. Dentre as concentrações de RSV testadas, o valor 

correspondente a 5µM apresentou maior (p< 0,05) capacidade de metabolização de MTT com 

uma porcentagem de viabilidade celular maior que 95%, como é demonstrado nos resultados 

ilustrados na figura 10. Tal concentração foi previamente estabelecida por LARA et al, em 

concomitância com dados da literatura que sugerem que tal concentração corresponde ao ní-

vel celular fisiológico.  
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Figura 10: Curva Dose-Concentração de Resveratrol em Leucócitos Humanos. Os Leucócitos Humanos foram 

estimulados por concentrações crescentes de RESV
 
(0,63 µM; 1,25 µM; 2,5 µM; 5 µM; 10 µM e 20 µM ) e a 

absorvância, a fim de se verificar o estímulo do RESV nas células foi medida por mudança da itensidade da 

coloração à 570 nm em Leitor de microplacas através do Teste de MTT. A concentração escolhida foi 5 µM que 

apresentou um  pico de absorvância (p<0,05) e corresponde a dosagem fisiológica. Os ensaios foram realizados 

em triplicata para cada concentração. n = 8. 

 

4.1.4- Avaliação da Viabilidade Celular Através do Ensaio de MTT em Células Mononucleares 

Humanas 

 

Foi utilizado o ensaio de MTT (brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazóli-

co)  para avaliar a viabilidade das células mononucleares frente aos estímulos com H2O2 (fi-

gura 11- painéis A e C) quanto do Resveratrol (5µM) – (figura 11- painéis B e D) como 

também do H2O2 + Resveratrol (figura 11- painéis B e D) Conforme mostra a  figura 11, em 

todos os tratamentos utilizados as células mantiveram-se viáveis, de forma que não promove-

ram citotoxicidade significativa, tanto na faixa etária de meia idade (figura 11- painel A e B) 

quanto na faixa etária de idosos (figura 11- painel D e C). Os resultados foram expressos em 

porcentagem de viabilidade.  
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Figura 11: Viabilidade das células mononucleares humanas pelo ensaio de MTT. Células PBMC (5x103) por 

poço foram colocadas em placa de 96 poços e incubadas por 30 min com RSV5µM e H2O2 0,64 %v/v. Meia 

idade (painel A e B) e idosos (painel C e D). Os resultados foram expressos como média ± erro padrão de expe-

rimentos realizados em triplicata. n = 6. Não há diferença significativa entre os grupos. ANOVA teste, pós-teste 

de Bonferroni´s.  

 

PARTE II 

4.2- Estudo dos efeitos do Resveratrol sobre os biomarcadores de estresse oxidativo – 

estudo da sinalização celular 

4.2.1 Avaliação Comparativa entre as Faixas Etárias por Quimioluminescência Dependente 

de Luminol do Efeito do RSV na Produção de ERO em Células Mononucleares Humanas 

Induzidas por H2O2 

Após termos verificado que 0,64 %v/v H2O2 estimula a produção de ERO, bem como 

mantêm a viabilidade das células, caracterizando-se como platô da nossa curva, e que a con-
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centração de Resveratrol padronizada foi de 5µM, avaliamos a produção dessas espécies rea-

tivas através da Quimioluminescência dependente de luminol, nos dois grupos categorizados 

como: grupo de meia idade (A) e grupo de idosos (B). Os resultados são apresentados na fi-

gura 12, abaixo. 

 

Figura 12: Avaliação do efeito do RSV na produção de ERO em PBMC induzidas por H2O2. Painel A= Meia 

idade (40/59 anos), Painel B = Idosos (60/80 anos).  A geração de ERO foi expressa em RLU/min durante 10 

minutos; *** e **** = p< 0,0001= resultados significativos pela análise de ANOVA one way, seguido pelo pós-

teste Bonferroni. n = 40. 

 Os resultados da figura 12 demonstram que em ambas as faixas etárias (figura 12 – 

painel A e B) houve um aumento significativo na produção de ERO em relação ao grupo de 

tratamento basal, porém os mesmos apresentaram perfis diferentes quanto à produção destas 

espécies reativas após o estímulo com H2O2, de forma que o grupo de idosos produziu duas 

vezes mais tais espécies quando comparado ao grupo de meia idade, além de já apresentar 

uma produção mais significativa em seu estado basal. 

Um segundo ponto a ser observado refere-se a ação do RSV, o qual foi capaz de redu-

zir significativamente a produção de ERO em ambas as faixas etárias (figura 12 – painel A e 

B). Porém no grupo de meia idade (figura 12 – painel A) o composto obteve uma eficiência 

de redução de 92,6%, conseguindo uma redução dessas espécies reativas a um nivel abaixo do 

basal, frente à eficiência de 76,7% no grupo de idosos (figura 12 – painel B) no qual a redu-

ção alcançou um valor um pouco acima do estado celular basal.    
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 Comparando-se as duas faixas etárias na qual os resultados são apresentados na tabe-

la 6, foi possível constatar que no estado celular basal o grupo de idosos apresentou uma pro-

dução significativa de ERO 4,6 vezes maior que nos indivíduos pertences ao grupo de meia 

idade. Complementarmente, após o estúmulo realizado apenas com H2O2 ocorreu uma produ-

ção de ERO duas vezes maior na faixa etária de idosos em relação a faixa etária de meia ida-

de, de modo que quando adicionado o RSV 5 µM juntamente com  H2O2  houve uma redução 

da produção destas espécies reativas em ambas as faixas etárias mas se mostrou mais eficiente 

no grupo de meia idade. 

 

 

 

**** Diferença estatística (p<0,0001) em relação ao respectivo grupo de 40- 59 anos por ANOVA one way, pós-

teste Bonferroni. RSV + células grupo meia-idade: 21.23 ± 0.87 RLU/min, RSV + células grupo idosos: 747,4 ± 

199.1 RLU/min. n =40.   

 

De acordo com os resultados apresentados na tabela 7, é possível confirmar que o 

H2O2 0,64% v/v e o RSV 5 µM necessitam da maquinaria celular para atuar, dada a diferença 

na produção de ERO existente entre os tratamentos contendo as PBMC e os controles sem 

adição das mesmas. 

 

 

  

**** Diferença estatística (p<0,0001) em relação ao grupo de H2O2 0,64% v/v por ANOVA one way, pós-teste 

Bonferroni. #### e # Diferença estatística (p<0,0001) em relação ao grupo de H2O2 0,64% v/v + RSV 5 µM  por 

ANOVA  one way, pós-teste Bonferroni. n = 40.   

Tratamentos    Meia-idade (RLU/min)                                 Idosos (RLU/min)                               

Basal           183,6 ± 36,96 852,34 ± 28,39**** 

H2O2 0,64% v/v        2083,65 ± 161,60 4027,2 ± 85,49**** 

H2O2 0,64% v/v + RSV 5 µM         153,35 ± 15,86 855,36 ± 80,91**** 

Tratamentos  Meia-idade (RLU/min)      Idoso (RLU/min)                               

H2O2 0,64% v/v 58.54 ± 5.78                                             58.54 ± 5.78  

H2O2 0,64% v/v + RSV 5 µM 14.34 ± 2.21               14.34 ± 2.21 

H2O2 0,64% + PBMC  2083,65 ± 161,60****            4027,2 ± 85,49**** 

H2O2 0,64% v/v + RSV 5 µM + 

PBMC  

153,35 ± 15,86#     855,36 ± 80,91#### 

             Tabela 6: Análise comparativa entre as duas faixas etárias do efeito do RSV. 

 

Tabela 7: Controles sem células/com células no Ensaio de Quimioluminescência. 
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4.2.2- Avaliação Comparativa Entre as Faixas Etárias por Quimioluminescência do Efeito 

do RSV na Produção de ERO em Células Mononucleares Humanas Sobre a Via de PKA 

 

Inicialmente foi realizada uma análise utilizando os tratamentos descritos na tabela 3, 

com o intuito de verificar se o inibidor H89 seria capaz de reagir de forma inespecífica com o 

H2O2 0,64% v/v e com o RSV 5 µM ou se o mesmo necessitaria da maquinaria celular para 

exercer o seu efeito. Adicionalmente realizou-se um segundo controle utilizando os tratamen-

tos descritos na tabela 4, a fim de realizar uma comparação com os resultados pertinentes a 

Quimioluminescência sem a presença de inibidor, estabelecendo tal comparação. Os resulta-

dos obtidos encontram-se expostos na tabela 8. 

 

****Diferença estatística (p<0,0001) em relação ao grupo de H89+ H2O2 0,64% v/v por ANOVA one way, pós-
teste Bonferroni. # Diferença estatística (p<0,05) em relação ao grupo de H89+ H2O20,64% v/v + RSV 5 µM  por 

ANOVA  one way, pós-teste Bonferroni. n=38. 

 

Através dos dados da Tabela 8, constatou-se que por haver uma diferença estatística 

na produção de ERO comparando os controles sem adição de célula PBMC e os tratamentos 

apenas com estímulo do H2O2 bem como com adição do RSV e H2O2, ambos na presença de 

células PBMC, o inibidor da via de PKA necessita de uma maquinaria celular para promover a 

sua atividade, visto que os valores obtidos na Quimioluminescência sem acréscimo das referi-

das células encontram-se abaixo dos valores obtidos quando utiliza-se o inibidor juntamente 

com as PBMC. 

Em sequência, seguindo com o padrão estabelecido do uso da faixa etária de meia ida-

de (A) e faixa etária de idosos (B), com o intuito de avaliar a ocorrência da interação entre a 

via de PKA e o composto polifenólico Resveratrol, foi introduzido no ensaio de Quimiolumi-

Tratamentos    Meia Idade 

(RLU/min)                                 

 

               Idosos (RLU/min) 

H89 + H2O2 0,64% v/v 18,08 ± 1,03                   18,08 ± 1,03 

H89 + H2O2 0,64% v/v + RSV 5 µM 14,52 ± 0,59                   14,52 ± 0,59 

H89+ H2O2 0,64% + PBMC  6391,8 ± 953,5****                   8924,9 ±1925**** 

H89+ H2O2 0,64% v/v + RSV 5 µM + PBMC 652,9 ±266,0#                   348,05 ±80,86# 

Tabela 8: Controles sem células comparado com os controles com células /Inibidor da via PKA. 
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nescência o inibidor desta via, H89. Sendo que os resultados são expostos na figura 13 a se-

guir. 

 

 

Figura 13: Avaliação comparativa do RSV sob a via de PKA na produção de ERO em PBMC induzida por 

H2O2. Painel A= Grupo de meia idade / Painel B= Grupo de idosos. A geração de ERO foi expressa em 

RLU/min.## e **p <0.005; ****p<0.0001 significativo por ANOVA-Kruskal-Wallis teste, pós-teste de Bonfer-

roni’s Multiple Comparasion.  **: em relação ao grupo C; ##: em relação ao grupo C+.(A): grupo RSV- (sem 

H2O2 e sem H89):  27,80± 4,95RLU/min; grupo RSV+ (sem H2O2 e com H89): 19,00±1,70 RLU/min. (B): grupo 

RSV- (sem H2O2 e sem H89): 55,00±22,55RLU/min;  grupo RSV+ (sem H2O2 e com H89): 30,67±3,490 

RLU/min.   n = 38.  

 

 De acordo com a figura 13, foi possível observar que após o estímulo com o H2O2 

tanto no grupo de idosos (figura 13 - painel B) quando no grupo de meia idade (figura 13 - 

painel A) houve um aumento significativo da produção de ERO quando adicionado o inibidor 

H89 em comparação com o grupo onde não há adição do inibidor, demonstrando que esta via 

controla mecanismos antioxidantes moleculares em PBMC.  

 Os resultados demonstraram também que quando adicionado o inibidor da via de 

PKA, o RSV também foi capaz de reduzir significativamente a produção de ERO, porém se 

compararmos o grupo que continha apenas H2O2 ao que houve adição de RSV (ambos conten-

do inibidor) nas duas faixas etárias (figura 13 - painel A) o mesmo apresentou-se mais efeti-
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vo no grupo de idosos do que no grupo de meia idade, com 96,1% e 89,7% de inibição res-

pectivamente. 

 Em relação à ação do RSV quando comparado o grupo tratado sem o inibidor ao que 

foi adicionado o inibidor (H89) nossos resultados mostraram que não houve diferença estatís-

tica na produção de ERO entre esses grupos, indicando então que possivelmente o RSV não 

exerce sua ação antioxidante através da modulação da via de PKA. 

 

4.2.3- Avaliação Comparativa Entre as Faixas Etárias por Quimioluminescência do Efeito do 

RSV na Produção de ERO em Células Mononucleares Humanas Sobre a Via de AKT/PKB 

 

Em conformidade com a análise realizada anteriormente, utilizando também os trata-

mentos descritos na tabela 3, e tendo como objetivo a verificação da capacidade do inibidor 

de AKT/PKB de reagir de forma inespecífica com o H2O2 0,64% v/v e com o RSV 5 µM ou 

se o mesmo necessitaria da maquinaria celular para exercer o seu efeito, foi realizado o expe-

rimento no qual os resultados obtidos encontram-se expostos na tabela 9. Adicionalmente 

realizou-se uma análise utilizando os tratamentos descritos na tabela 4, a fim de observar tais 

resultados comparando-os aos obtidos através da Quimioluminescência sem o inibidor. 

 

 ** Diferença estatística (p<0,005) em relação ao grupo de AKT/PKB + H2O2 0,64% v/v por ANOVA one way, 

pós-teste Bonferroni. # Diferença estatística (p<0,05) em relação ao grupo de AKT/PKB + H2O20,64% v/v + 

RSV 5 µM  por ANOVA  one way, pós-teste Bonferroni. n = 37. 

 

Em relação a este inibidor, a tabela 9 demonstrou que o mesmo não é capaz de reagir 

de forma inespecífica com H2O2 0,64% v/v e com o RSV 5 µM dado os valores baixos gera-

dos na quimioluminescência, quando aplicados aos controles onde houve adição apenas do 

Tratamentos    Meia Idade 

(RLU/min)                                 

 

               Idosos  

             (RLU/min) 

AKT/PKB + H2O2 0,64% v/v 65,20 ± 10,34                     65,20 ± 10,34 

AKT/PKB + H2O2 0,64% v/v + RSV 5 µM 24,80 ± 1,32                     24,80 ± 1,32 

AKT/PKB + H2O2 0,64% + PBMC  7805,12±953,5**          8159,03 ± 1620** 

AKT/PKB + H2O2 0,64% v/v + RSV 5 µM + 

PBMC 

491,85 ±266,0#                    290,63 ±114,1# 

Tabela 9: Controles sem células comparados com os controles com células/Inibidor da via AKT/PKB. 
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H2O2 e também quando houve acréscimo do RSV somado ao estímulo com H2O2 ambos sem 

PBMC, os quais apresentam diferença estatística nos respectivos tratamento porém com adi-

ção de PBMC. 

Portanto, dando sequência a avaliação da interação entre o RSV e as vias de sinaliza-

ção, foi acrescentado o inibidor Akt Inhibitor, responsável pela inibição da via de AKT/PKB.  

Sendo que os resultados referentes a esse ensaio são apresentados na figura 14. 

 

Figura 14: Avaliação comparativa do RSV sob a via de AKT/PKB na produção de ERO em PBMC induzida por 

H2O2. Painel A= Grupo de meia idade/ Painel B= Grupo de idosos. A geração de ERO foi expressa em RLU/min. 

* e #p <0.05; **** e ####p<0.0001 significativo por ANOVA-Kruskal-Wallis teste, pós-teste de Bonferroni’s 

Comparasion. ****: em relação ao grupo C; ### #e #: em relação ao grupo C+. (A): grupo RSV- (sem H2O2 e sem 

iAkt/PKB):  31,60± 8,83 RLU/min; grupo RSV+ (sem H2O2 e com iAkt/PKB): 17,10±1,86 RLU/min. (B): grupo 

RSV- (sem H2O2 e sem iAkt/PKB): 17,00±3,79 RLU/min;  grupo RSV+ (sem H2O2 e com iAkt/PKB): 
21,31±3,10 RLU/min. n = 37. 

 

A partir dos dados expostos na figura 14, constatou-se que também ocorreu um au-

mento significativo da produção de ERO em ambas as faixas etárias (figura 14 - painel A e 

B) ao ser adicionado o inibidor da via de AKT/PKB no grupo tratamento em que há apenas o 

estímulo com o H2O2, evidenciando um perfil antioxidante desta via neste ensaio.  

Semelhantemente a sua ação no tratamento onde não houve acréscimo de Akt Inhibi-

tor, o RSV foi capaz de diminuir as espécies reativas de oxigênio em ambas as faixas etárias 

quando adicionado tal inibidor, porém neste ocorreu um aumento no potencial de inibição do 
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RSV de 1% e 18% nas faixas etárias de meia idade (figura 14 - painel A) e idosos (figura 14 

- painel B) respectivamente. 

          Novamente podemos verificar que em relação à ação do RSV quando comparado o 

grupo tratado sem o inibidor ao que foi adicionado o inibidor (Akt Inhibitor) não houve dife-

rença significativa na produção de ERO nesses dois grupos, indicando também que possivel-

mente a ação antioxidante exercida pelo RSV não ocorre através da modulação da via de 

AKT/PKB. 

 

4.2.4- Avaliação Comparativa Entre as Faixas Etárias por Quimioluminescência do Efeito 

do RSV na Produção de ERO em Células Mononucleares Humanas Sobre a Via de MAPK 

 

Para a observação desta via de sinalização também foi reproduzido o ensaio inicial  

correspondente uma análise utilizando os tratamentos descritos na tabela 3, com o intuito de 

verificar se o inibidor MAPK também seria capaz de reagir de forma inespecífica com o H2O2 

0,64% v/v e com o RSV 5 µM ou se o mesmo necessitaria da maquinaria celular para exercer 

o seu efeito. Seguindo a padronização realizada nas vias de sinalização observadas anterior-

mente, utilizou-se os tratamentos descritos na tabela 4, a fim de estabelecer uma comparação 

entre os ensaios de Quimioluminescência na presença e ausência do inibidor. Os resultados 

obtidos encontram-se expostos na tabela 10. 

 

****Diferença estatística (p<0,0001) em relação ao grupo de MAPK + H2O2 0,64% v/v por ANOVA one way, 

pós-teste Bonferroni. # Diferença estatística (p<0,05) em relação ao grupo de MAPK + H2O2 0,64% v/v + RSV 5 

µM  por ANOVA  one way, pós-teste Bonferroni. n= 24. 

Tratamentos    Meia Idade(RLU/min)                                 

 

               Idosos (RLU/min) 

MAPK + H2O2 0,64% v/v 169,08 ± 28,18 169,08 ± 28,18 

MAPK + H2O2 0,64% v/v + RSV 5 µM  84,54 ± 21,13 84,54 ± 21,13 

MAPK + H2O2 0,64% + PBMC  9806,65± 1451****             11120,20±1179**** 

MAPK + H2O2 0,64% v/v + RSV 5 µM + PBMC 1943,99 ±391,5#              445,57 ±166,10# 

Tabela 10: Controles sem células comparados com os controles com células /Inibidor da via MAPK. 
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Os resultados contidos na tabela 10, também mostram o mesmo perfil verificado em 

relação às vias de sinalização anteriores, no qual os valores relativos à produção de ERO, ob-

tidos através da Quimiluminescência, correspondentes aos controles sem PBMC contendo 

apenas o estímulo com H2O2 e os que continham estímulo com H2O2 associado ao RSV tam-

bém foram baixos e apresentaram diferença estatística  em comparação com os mesmos tipos 

de tratamento porém com adição de PBMC. Portanto, observou-se que o inibidor p38 MAP 

Kinase Inhibitor III também necessita de uma maquinaria celular para exercer a sua função. 

Analisando a terceira via de sinalização proposta em nosso estudo, de forma a seguir a 

avaliação acerca da interposição causada pelo RSV na via de MAPK após o acréscimo do 

inibidor desta via, p38 MAP Kinase Inhibitor III. De modo que os resultados relacionados a 

esse ensaio são apresentados na figura 15. 

 

Figura 15: Avaliação comparativa do RSV sob a via de MAPK na produção de ERO em PBMC induzida por H2O2. 

Painel A= Grupo de meia idade /Painel B= Grupo de idosos. A geração de ERO foi expressa em RLU/min. * e #p 

<0.05; ### e ****p<0.0001 significativo por ANOVA-Kruskal-Wallis teste, pós-teste de Bonferroni’s Comparasion. 

**** e *: em relação ao grupo C; ### e #: em relação ao grupo C+. (A): grupo RSV- (sem H2O2 e sem MAPK):  

22,77± 2,05 RLU/min; grupo RSV+ (sem H2O2 e com MAPK): 20,90±1,38RLU/min. (B): grupo RSV- (sem H2O2 e 

sem MAPK): 19,43±1,46 RLU/min;  grupo RSV+ (sem H2O2 e com MAPK): 20,84±1,41 RLU/min. n = 24. 

 

Baseando-se nos resultados apresentados na figura 15, foi possível verificar que assim 

como as vias de sinalização analisadas anteriormente, a via de MAPK apresentou-se no nosso 

ensaio com um perfil antioxidante visto que, em PBMC tratadas apenas com H2O2 houve um 

aumento significativo das ERO após o acréscimo do inibidor p38 MAP Kinase Inhibitor III, 
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em ambas as faixas etárias (figura 15 – painel A e B) comparando-se com o tratamento cons-

tando apenas o estímulo com o H2O2. 

Mesmo após a inibição da via de MAPK, o resveratrol manteve a sua atividade antio-

xidante em ambos os grupos etários, de modo que a diferença estatística existente entre o tra-

tamento em que houve estímulo com H2O2 e acréscimo do RSV sem inibição da via com o 

tratamento após a adição do inibidor, nos dois grupos etários, demonstra que tal via de sinali-

zação promove a regulação da atividade do RSV em PBMC.  

Curiosamente tal regulação foi realizada de modo diferente nos grupos etários, de 

forma que nos indivíduos de meia idade (figura 15 – painel A) após a inibição da via, o RSV 

perdeu a sua capacidade antioxidante e a produção de ERO se igualou a produção destas es-

pécies apenas com H2O2 0,64% v/v. Já na faixa etária dos idosos verificamos que após a ini-

bição da via da MAPK o RSV aumentou a sua capacidade antioxidante diminuindo a produ-

ção de ERO que atingiu o patamar de inibição abaixo do valor basal (figura 15 – painel B).    

PARTE III 

 

4.3- Estudo dos Efeitos do RSV Sobre os Biomarcadores do Processo Inflamatório Crôni-

co Subclínico 

 

4.3.1 Avaliação Comparativa Entre as Faixas Etárias do Efeito do RSV Sobre a Dosagem 

da IL-6
 
em

 
Células Mononucleares Humanas 

 

Com a finalidade de avaliar a intervenção causada pelo RSV sobre a quantidade das 

interleucinas pró e anti-inflamatórias realizamos a dosagens destas em sobrenadantes das 

PBMC de doadores nas faixas etárias: meia idade (A) e idosos (B) sendo os resultados apre-

sentados na Figura 16. 
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Figura 16: Avaliação comparativa do efeito do RSV na atividade de IL-6 em PBMC. Painel A= Grupo de meia 

idade e Painel B= Grupo de idosos. A atividade foi medida em pg/mL(picogramas/mililitros). **** e #### 

p<0.0001significativo por ANOVA teste, pós-teste de Bonferroni´s Multiple Comparasion. ****: em relação ao 

grupo C; ####: em relação ao grupo C+. n = 15. 

 

Por intermédio da figura 16, é possível observar que a concentração de IL-6 referente 

ao valor celular basal encontra-se duas vezes maior nos indivíduos idosos (figura 16 - painel 

B) em relação aos indivíduos de meia idade (figura 16 - painel A).  Conjuntamente ocorreu 

uma redução significativa de 43,12% desta interleucina pró-inflamatória no grupo de meia 

idade quando o RSV 5µM foi unicamente adicionado em relação ao tratamento celular basal, 

enquanto que no grupo de idosos tal redução ocorreu pela metade. Quando adicionado este 

composto polifenólico em concomitância com 0,64 %v/v H2O2, o mesmo foi capaz de pro-

mover uma redução significativa de 77% a concentração de IL-6 no grupo de meia idade 

comparado ao grupo em que houve apenas o estímulo com H2O2.  Contudo no grupo de idosos 

tal diminuição foi menos expressiva, de maneira que comparando esses mesmos grupos trata-

dos com RSV este promoveu a diminuição de 45,1% da concentração de IL-6 quando adicio-

nado unicamente em relação ao controle basal, ao passo que foi responsável pela redução de 

53,7% desta interleucina ao ser adicionado juntamente com o 0,64 %v/v H2O2 ao ser compa-

rado com o tratamento que continha apenas 0,64 %v/v H2O2. 
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4.3.2- Avaliação Comparativa Entre as Faixas Etárias do Efeito do RSV Sobre a Dosagem 

da TNF em
 
Células Mononucleares Humanas 

Por se tratar de uma citocina pró-inflamatória envolvida em diversos processos infla-

matórios, foi realizada uma análise com o intuito de estimar se RSV promove alteração na 

concentração de TNF sob as condições pré-estabelecidas, utilizando as faixas etárias: meia 

idade (A) e idosos (B) de modo que os resultados foram exibidos na Figura 17. 

Figura 17: Avaliação comparativa do efeito do RSV na atividade de TNF em PBMC. Painel A= Grupo de meia idade e 

Painel B= Grupo de idosos. A atividade foi medida em pg/mL(picogramas/mililitros). *p<0.05; ***, **** e ####p<0.0001 

significativo por ANOVA teste, pós-teste de Bonferroni´s Multiple Comparasion. *** e *: em relação ao grupo C; ####: 

em relação ao grupo C. n =9.  

 

Os dados expressos na figura 17 nos mostram que a concentração de TNF no estado 

basal também encontra-se aproximadamente o dobro na faixa etária de idosos (figura 17 - 

painel B)  em relação a faixa etária de meia idade (figura 17 - painel A). Quando compara-

mos a concentração desta citocina pró-inflamatória no estado celular basal com o tratamento 

onde houve adição de RSV 5µM apenas, vimos que não houve uma diminuição significativa 

no grupo de meia idade (A) enquanto que essa redução ocorreu no grupo de idosos em 45,4%. 

Porém tratando-se da ação do RSV quando adicionado no tratamento juntamente com 0,64 

%v/v H2O2 o mesmo foi capaz de diminuir significativamente a concentração de TNF em 

ambas as faixas etárias, sendo para tanto mais eficaz no grupo de meia idade promovendo a 

diminuição de 79% da concentração desta citocina, frente a redução de 50% no grupo de ido-

sos se comparado ao tratamento onde há apenas o estímulo com  0,64 %v/v H2O2.  
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4.3.3- Avaliação Comparativa Entre as Faixas Etárias do Efeito do RSV Sobre a Dosagem 

da IL-10
 
em

 
Células Mononucleares Humanas 

 

Foi avaliada a interferência causada pelo RSV sobre a atividade da interleucina anti-

inflamatória IL-10 sob as condições pré-estabelecidas, utilizando as faixas etárias: meia idade 

(A) e idosos (B) de modo que os resultados foram apresentados na Figura 18. 

 

Figura 18: Avaliação comparativa do efeito do RSV na atividade de IL-10 em PBMC. Painel A= Grupo de meia 

idade e Painel B= Grupo de idosos. A atividade foi medida em pg/mL(picogramas/mililitros). * e # p<0.05; **** 

e #### p<0.0001 significativo por ANOVA teste, pós-teste de Bonferroni´s Multiple Comparasion. . **: em rela-

ção ao grupo C; #### e #: em relação ao grupo C+. n = 15. 

 

Mediante a figura 18, foi possível delinear o seguinte perfil: O nível de concentração 

de IL-10 no estado celular basal não apresentou uma diferença entre as duas faixas etárias, 

estando diminuído em apenas 20% no grupo de idosos (figura 18- painel B) em relação à 

concentração da interleucina no grupo de meia idade (figura 18- painel A). Adicionalmente o 

RSV 5µM foi capaz de aumentar de modo significativo a concentração de IL-10 tanto na faixa 

etária de meia idade (A) quanto na faixa etária de idosos (B), entretanto na primeira o com-

posto aumentou 225% concentração da interleucina,  frente ao aumento de 186,2% a concen-

tração da mesma ocorrido no segundo grupo comparando-se em relação a concentração de IL-

10 nas células no seu estado basal. Adicionalmente tal composto fenólico também foi capaz 

de promover um aumento significativo da concentração desta interleucina anti-inflamatória 

quando adicionado conjuntamente ao estímulo pró-oxidante H2O2 0,64 %v/v, causando um 
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aumento de 300,8% no grupo de meia idade e no grupo de idosos aumentando em 236,2% da 

concentração de IL-10 em relação ao tratamento contendo exclusivamente H2O2.  

Parte IV 

 

4.4- Estudo dos Resveratrol sobre os biomarcadores de complicações cardiometabólicas - 

estudos in vitro e intervencional  

 

4.4.1- Avaliação Comparativa das Faixas Etárias pelo Método de Griess do Efeito do RSV 

em Células Mononucleares Humanas Induzidas por H2O2 

Com a finalidade de mensurar a concentração de NO, sendo esta uma molécula que 

exerce um efeito importante no processo inflamatório, bem como avaliando a ocorrência de 

uma possível modificação causada pela adição do RSV foi realizada a análise, utilizando os 

tratamentos contidos na tabela 4, na qual os resultados encontram-se expostos na Figura 19. 

Ao passo que os resultados da viabilidade celular realizada através do Ensaio de Exclusão 

pelo Azul de Trypan estão exibidos na tabela 13.  Neste ensaio também mantiveram-se as 

condições pré-estabelecidas, utilizando as faixas etárias: meia idade (A) e idosos (B).  

 

 

 Não há diferença significativa entre os grupos. ANOVA teste, pós-teste de Bonferroni´s Multiple Comparasion. 

Viabilidade encontrada pelo cálculo de média aritmética dos valores individuais. n=37. 

       

Em relação à concentração de NO, a figura 19 nos mostra que não houve nenhuma al-

teração significativa na concentração desta molécula tanto após o estímulo com H2O2 quanto 

após a adição do RSV 5µM em ambas as faixas etárias (figura 19 – painel A e B). Analisan-

do o grupo de idosos (figura 19 – painel B), é possível observar um aumento (não significa-

  

Viabilidade Celular (%) 

Tratamentos 

 

Grupo de meia idade Grupo de idosos 

Basal                 99 99 

H2O2 0,25% v/v                 97 96 

H2O2 0,25v/v + RSV 5 µM                 98 96 

RSV 5 µM                 99 100 

Tabela 11: Viabilidade celular obtida através do teste de Azul de Tripan dos grupos do ensaio de Óxido Nítrico 

 



 

66 
 

ALMEIDA, M. S. 

Resultados 

tivo) da concentração do NO no tratamento com acréscimo de RSV, o qual reverteu a concen-

tração deste composto a um nível similar ao basal, após o mesmo ter sofrido uma redução no 

tratamento onde havia apenas o estímulo com H2O2. 

Figura 19: Avaliação comparativa do efeito do RSV na produção de NO em PBMC. Painel A= Grupo de meia 

idade e Painel B= Grupo de idosos. A geração de NO foi expressa em mM. Não há diferença significativa entre os 

grupos por ANOVA teste, pós-teste de Bonferroni´s Multiple Comparasion. Resultados controle faixa etária 20-39 

anos: basal (C) = 0,16 ± 0,05 mM; C + H2O2 (0,64% v/v) = 0,09 ± 0,002 mM; C + H2O2 + RVS (0,64% v/v) = 

0,31± 0,09 mM (p< 0,05). n = 37.  

 

4.4.2- Avaliação Comparativa Entre as Faixas Etárias do Efeito do RSV Sobre a Atividade 

da Lipoproteina A
 
[Lp(a)] em Plasma Humano. 

A partir do estudo intervencional, realizado  por meio da ingestão  diária de 30 mg de 

RSV  por indivíduos das duas faixas etárias: meia idade (A) e idosos (B),  foi possível 

delinear a concentração dos níveis plasmáticos da lipoproteína A [Lp(a)] nesses dois grupos 

em três períodos de estudo: 0, 3 e 6 meses. De maneira que os resultados se encontram na 

figura 20 a seguir. 
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Figura 20: Avaliação comparativa da eficácia do RSV na modificação dos níveis plasmáticos de Lp(a) na duas 

faixas etárias. Painel A= Grupo de meia idade/Painel B= Grupo de idosos. O nível plasmático de Lp(a) se expressa 

em ng/mL. *p<0,05; **p <0.005; **** e ####p<0.0001 significativo por ANOVA-Kruskal-Wallis teste, pós-teste 

de Dunn’s Comparasion. .*, ** e ####: em relação ao grupo Sem RSV. n=40. 
 

Conforme mostra a figura 20, os níveis plasmáticos de Lp(a) no ínicio do estudo, ou 

seja, sem a intervenção do RSV, encontram-se aumentados na faixa etária de idosos 

comparando-se com a faixa etária de meia idade. Sendo que estes foram significativamente 

diminuidos em ambos os grupos, meia idade (figura 20 – painel A) e idosos (figura 20 – 

painel B), após três meses de intervenção com o RSV quando comparado ao grupo tratado 

que caracteriza a não adição de tal composto polifenólico, ou seja, o início do estudo. De 

modo que esta diminuição foi menos expressiva ao apresentar um percentual de 20% e 16% 

no grupo de meia idade e idosos respectivamente. Trantando-se dos dados referentes a seis 

meses de ingestão do polifenol, houve um aumento progressivo da eficiência do RSV ao 

ocasionar a diminuição de  28% e 16% de Lp(a) nos grupos de meia idade e idosos se 

comparamos ao tratamento no período de três meses. 

Apesar de ocorrer redução citoplasmática de Lp(a), o RSV obteve maior eficácia no 

grupo de meia  idade no qual houve 43,4% de diminuição deste biomarcador de cardiopatia 

frente a redução de 33,7% no grupo de idosos, comparando o íncio da pesquisa até o período 

de seis meses. 
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4.4.3- Avaliação Comparativa entre as Faixas Etárias do Efeito do RSV Sobre a Atividade 

da Fosfolipase A2 em Plasma Humano. 

Dando continuidade ao estudo de verificação da eficácia do RSV em interferir nos ní-

veis plasmáticos de biomarcadores de cardiopatia, foi realizada uma análise nos níveis de fos-

folipase A2 de pacientes das faixas etárias já padronizadas, meia idade (A) e idosos (B), após 

adição diária de 30 mg do composto polifenólico, em três períodos de estudo: 0, 3 e 6 meses. 

Os resultados são apresentados na figura 21. 

 

Figura 21: Avaliação comparativa da eficácia do RSV na modificação dos níveis plasmáticos de PLA2 nas duas 

faixas etárias. Painel A= Grupo de meia idade Painel B= Grupo de idosos. O nível plasmático de LPA2 se expressa 

em ng/mL. **p <0.005; **** e 
####

p<0.0001 significativo por ANOVA-Kruskal-Wallis teste, pós-teste de Dunn’s 

Comparasion. ** , ****e #### : em relação ao grupo Sem RSV. n=40. 

 

Através dos resultados da figura 21 foi possível verificar que no grupo de meia idade 

(figura 21 – painel A), o RSV foi capaz de reduzir de maneira significativa, precisamente em 

15%, os níveis plasmáticos da fosfolipase A2 após três meses de ingestão do mesmo compara-

do ao início do estudo, ao passo que no grupo de idosos (figura 21 – painel B) essa diminui-

ção não ocorreu tratando-se do mesmo período de tratamento. No entanto após o período de 

seis meses ocorreu uma diminuição significativa de PLA2 através da ação do RSV em ambas 

as faixas etárias (figura 21 – painel A e B), contudo no grupo de meia idade o RSV manteve-

se mais efetivo, promovendo uma diminuição de 35% nos níveis plasmáticos da PLA2 frente 
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a redução de 20% no grupo de idosos comparando-se ao início do tratamento no qual não 

houve a ingestão do RSV pelos indivíduos. 

 

4.4.4- Avaliação Comparativa do Efeito Antioxidante e/ou Anti-inflamatório do RSV nas Faixas 

Etárias de Meia Idade e Idosos 

 

Tendo como objetivo uma comparação sobre o efeito do RSV nos testes realizados na 

faixa etária de meia idade e na faixa etária de idosos, segue a Tabela 12 abaixo. 

 

          Meia idade Idosos 

Produção de ROS                                  

Atuação sob a via de PKA              n.s.                         n.s. 

Atuação sob a via de AKT/PKB                               n.s.                         n.s. 

Atuação sob a via de MAPK   

Dosagem de IL-6   

Dosagem de TNF   

Dosagem de IL-10                                                  

Geração de NO                  n.s.                                                                                     n.s. 

Atividade de [Lp(a)]                        

Atividade de PLA2                      

Tabela 12: Avaliação comparativa do efeito antioxidante e anti-inflamatório do RSV em células PBMC. : 

aumento; : diminuição; n.s: ausência de efeito. 
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5- DISCUSSÃO 

 

O envelhecimento caracteriza-se por uma diminuição do funcionamento celular, acar-

retando também alterações a nível sistêmico, no qual ocorrem mudanças progressivas e per-

sistentes na funcionalidade, de maneira dependente do tempo e diretamente relacionada com a 

probabilidade de aumento da morbidade e mortalidade (HOHN, A. et al. 2017). Apesar de 

existirem diversas teorias a cerca do processo de envelhecimento, nenhuma destas foi capaz 

de abranger em sua totalidade os aspectos ocorrentes no mesmo, de modo que não há até en-

tão nenhum mecanismo molecular particular que venha explicar o declínio na funcionalidade 

que promove a alteração de sistemas de órgãos distintos em indivíduos mais velhos, e sua 

relação com o tempo (MAYNARD, S. et al. 2015). 

Dentre as diversas teorias que tentam explicar o mecanismo de envelhecimento, a teo-

ria dos radicais livres segue sendo uma das mais bem aceitas. Denominada também de ―Teo-

ria do Estresse Oxidativo do Envelhecimento‖, esta baseia-se na hipótese que as ERO/ ERN 

estão relacionados com as perdas funcionais no decorrer da idade, desencadeadas devido ao 

acúmulo destas espécies reativas que podem gerar danos oxidativos a macromoléculas como 

lipídios, DNA e proteínas  (LIGUORI, I. et al. 2018). 

Apesar da formação dessas espécies reativas serem consideradas prejudiciais, existem 

diversos estudos que apontam para a sua importância em várias funções celulares. As ERO 

são responsáveis por funções importantes nos momentos iniciais do surgimento de processos 

patológicos tais como isquemia, aterosclerose, diabetes e doenças Neurodegenerativas.  Du-

rante a inflamação, por exemplo, essas espécies estão envolvidas no combate a microrganis-

mos invasores de forma que as mesmas podem direcionar o recrutamento de células leucocitá-

rias até o local da inflamação na tentativa de conter o processo inflamatório (LOPES, F. et al. 

2011). Adicionalmente em baixos níveis ERO medeiam diversas funções biológicas como a 

angiogênese pós-esquemia, regulação da mitogênese, indução de uma resposta adaptativa 

levando a melhoria de mecanismos de defesa. Porém em altas concentrações e associados à 

ineficiência dos mecanismos de defesas antioxidantes, os mesmos conduzem o surgimento de 

condições patológicas no envelhecimento, de maneira que alguns estudos sustentam que o 

desenvolvimento dessa condição pode ser resultante da desregulação da sinalização de ERO e 

não propriamente dito dessas espécies reativas (URAO, N. et al. 2013; COSTA, J. et a.l 

2016).  
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Gerado naturalmente através da redução parcial da molécula de oxigênio em vários 

processos celulares como no metabolismo oxidativo mitocondrial, o H2O2 juntamente com o  

O2 
• -

 e o HO
˙ 
são classificados como ERO e participam da maioria das reações redox.  Sendo 

resultado da rápida conversão do O2 
• -

 pela enzima superóxido desmutase, o H2O2 é uma es-

pécie oxidante quimicamente mais estável, porém caracteriza-se pela sua capacidade de se 

difundir mais facilmente através das membranas biológicas fato que implica no seu potencial 

em afetar várias biomoléculas (MCMURRAY, F. et al. 2016).  

Apesar do mecanismo exato que explica tal indução ainda não estar claro, acredita-se 

que o aumento dos níveis dessas espécies reativas leva a um estado de senescência celular, 

processo no qual as células passam a adquirir um fenótipo característico associado à secreção 

de diversos fatores inflamatórios, denominado fenótipo secretor irreversível associado à se-

nescência (SASP) (LIGUORI, I. et al. 2018). 

     Neste contexto, o principal resultado observado é a diminuição da imunidade adaptati-

va e aumento em baixo grau, do estado inflamatório crônico, que têm sido referido como: 

―Inflammaging‖. Dentro dessa perspectiva, a carga antigênica crônica e ―Inflammaging‖ são 

fortes candidatos como principais forças motrizes da taxa de envelhecimento e da patogênese 

das principais doenças relacionadas à idade (LARBI et al.,2008). 

 

Diante do exposto, nosso estudo procurou compreender os mecanismos de atuação do 

Resveratrol ao longo do processo de envelhecimento através de uma possível regulação desse 

composto antioxidante através de vias de sinalização, como também a sua interferência nos 

mecanismos de produção de citocinas pro e anti-inflamatórias e a sua capacidade de alterar 

biomarcadores cardiometabólicos. Além disso, se este comportaria de maneira similar ou dis-

tinta quando avaliado em faixas etárias distintas. Na tentativa de simular um ambiente de es-

tresse oxidativo, típico das células que apresentam o fenótipo que caracteriza o estado de se-

nescência, foi utilizado exogenamente o composto H2O2 como via de estímulo de produção de 

espécies reativas.  

De acordo com alguns estudos esta molécula configura-se como o principal precursor 

de ERO, e por conta disso é amplamente utilizada como indutor de danos oxidativos em estu-

dos in vitro para simular tais condições de estresse, visto que pode desencadear diversas ativi-

dades em diferentes alvos celulares (MORABITO, R. et al. 2017; CHEONG, C. et al. 2016).  

Deste modo as células mononucleares humanas foram expostas a concentração de 0,64 %v/v 
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H2O2, concentração esta obtida por meio de uma curva Concentração-Resposta nos quais 

houve maior estímulo de estresse oxidativo e as células permaneceram com a viabilidade aci-

ma de 70% (figura 7, figura 8 e figura 9). 

O Resveratrol tem sido associado a inúmeras propriedades farmacológicas, de modo 

que diversos estudos comprovam o potencial anti-inflamatório, antioxidante e imunomodula-

dor deste polifenol. Sendo que tais propriedades estão relacionadas à capacidade do mesmo de 

agir no combate a determinadas condições como doenças metabólicas, câncer, doenças cardi-

ovasculares e envelhecimento (PANNU, N; BHATNAGAR, A. 2019). Em relação ao seu 

potencial anti-inflamatório há vários relatos na literatura que retratam a diminuição da infla-

mação na artrite, inibição da agregação plaquetária em doenças cardiovasculares e regulação 

de citocinas inflamatórias (ZONG, Y. et al. 2012; DONG, W. et al. 2015). 

Para a realização do nosso estudo o RSV foi utilizado numa concentração de 5 µM, 

sendo obtida através da curva Concentração-Resposta (figura 10) por LARA et al,2018  cor-

roborando o estudo feito por  ZUNINO et al., no qual o RSV 5 µM  foi capaz de  provocar uma 

aumento de  linfócitos B do tipo CD19 + obtidos através de células mononucleares do sangue 

periférico (PBMC) in vitro (ZUNINO, S; STORMS, D. 2009). 

Diversos estudos apontam para atuação do RSV frente ao combate no acúmulo de es-

pécies reativas, sendo que já é de senso comum entre os pesquisadores que tais compostos 

oxidantes podem gerar um dano oxidativo em células e tecidos que ocorrem no decorrer da 

vida gerando o processo de envelhecimento no qual esse novo perfil celular, agora denomina-

do senescência, também é caracterizado pela participação de um grande número de fatores 

inflamatórios como as citocinas e as quimiocinas pró-inflamatórias, promovendo uma grande 

ligação entre o envelhecimento e a inflamação (SARUBBO, F. et al. 2018; LIAO, C; KEN-

NEDY, B. 2016; LASRY, A; BEN-NERIAH, Y. 2015 ).  

Sem alterações significativas na viabilidade celular através do ensaio de MTT (figura 

11), iniciamos nosso estudo avaliando a atividade do RSV 5 µM, diante de um ambiente de 

estresse oxidativo, analisando assim a sua capacidade de interferência na produção e acúmulo 

de ERO em células mononucleares humanas abordando faixas etárias distintas (meia idade e 

idosos)  através do teste quimioluminescência dependente de luminol. Os nossos resultados 

(figura 12 e tabela 8 e 9) apresentam-se em acordo com os dados da literatura que apontam 

uma forte ligação entre o estresse oxidativo e o envelhecimento, sendo que foi possível cons-

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/resveratrol
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tatar que estando a célula no seu estado basal há uma produção de ERO, três vezes maior nos 

indivíduos pertencentes ao grupo de idosos (figura 12 - painel B) do que os de meia idade 

(figura 12 - painel A), de forma quando houve o estímulo de estresse oxidativo através do 

H2O2 tais grupos etários seguiram este mesmo perfil ocorrendo uma produção de ERO duas 

vezes maior no grupo de idosos se comparado ao de meia idade.  

Tal alteração no perfil oxidativo entre os indivíduos de meia idade e idosos se encontra 

em conformidade com os achados de CHAVES et al 1998 e 2000, estudando granulócitos 

humanos na faixa etária de 20-80 anos, como também de CALABRIA et al, em que num es-

tudo comparativo entre células sanguíneas de indivíduos de meia idade e idosos verificou-se 

neste último um aumento no número de neutrófilos , sendo estes responsáveis pela produção 

de ERO bem como uma regulação negativa de genes mitocondriais relacionados ao complexo 

I da cadeia de transporte de elétrons, sabendo-se que o envelhecimento é bem caracterizado 

pelo funcionamento alterado da mitocôndria (CALABRIA, E. et al. 2016) 

Em relação à capacidade antioxidante do RSV, tais resultados demonstraram que o 

composto fenólico foi capaz de reduzir a produção de ERO em ambas as faixas etárias, porém 

com uma maior eficiência (92,6%,) na faixa de meia idade (figura 12 - painel A) em compa-

ração com a faixa etária de idosos (figura 12 - painel B) em que apresentou 76,7% de efici-

ência. Fato que nos indica que tal composto exibe melhor atividade na faixa etária que apre-

sentam um efeito menor do estresse oxidativo, de modo que esses dados encontram-se de 

acordo com o estudo realizado por LARA, 2018, no qual o RSV 5 µM apresentou uma maior 

eficiência na redução das espécies reativas em células neuronais N2-A quando utilizado numa 

situação de pré-estímulo ao H2O2  frente ao seu uso num quadro de pós-estímulo pelo H2O2, 

ou seja, o RSV apresentou melhor atividade como agente preventivo se comparado ao seu uso 

como agente de tratamento (LARA, 2018)   

Após inúmeros estudos ao longo de uma década demonstrando a vasta gama de ativi-

dades biológicas atribuídas ao RSV, surgiu a necessidade de elucidar quais seriam as vias 

metabólicas pelos quais esse composto fenólico exerce a sua atividade. Frente a isso, a maio-

ria das pesquisas apontam para participação das vias de sinalização de AMPK e SIRT1 como 

principais responsáveis pelas atividades farmacológicas do mesmo, porém também existem 

evidências que contradizem tal afirmação visto que o RSV pode exercer suas funções de mo-

do indireto e independente dessas duas vias (YE, X. et al, 2017; GARCIA, D.; SHAW, R. J, 

2017; TENNEN, R. I.; MICHISHITA-KIOI, E.; CHUA, K, 2012).  
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Desse modo, existem mecanismos adicionais que podem justificar a ocorrência de tan-

tos efeitos biológicos por parte do RSV, sendo que alguns já encontram-se em estudo tais co-

mo as vias de sinalização PKA, AKT/PKB, MAPK além de fatores de transcrição de resposta 

inflamatória como NF-κB, receptores de estrogênio entre outros (KULKARNI, S; CANTÓ, 

C. 2015). 

A via de sinalização PKA, dependente de AMPc , é conhecida atualmente por sofrer 

ativação de um grande número de receptores diferentes, os quais através do acoplamento via 

proteína G ativam esta proteína quinase através da geração de AMPc, de modo que tal ativa-

ção pode desencadear a regulação de vários mecanismos celulares como metabolismo, regula-

ção gênica e diferenciação celular (SKALHEGG, B. S.; TASKEN, K. 2000). Sabendo-se que 

alguns processos do metabolismo celular como biogênese mitocondrial e transcrição gênica 

estão intimamente ligados ao estresse oxidativo e a inflamação, somados ao grande número de 

atividade celulares reguladas através de PKA, relatos da literatura apontam a participação 

desta via nestes mecanismos ora agindo como antioxidante/anti-inflamatória ora agindo como 

oxidante/pró-inflamatório (SASSONE-CORSI, P. 2012). 

 Ao analisarmos a interferência do RSV na via de PKA num ambiente de estresse 

oxidativo, através do ensaio de quimioluminescência sob a introdução do inibidor desta via, 

H89, foi possível observar (figura 13) que no padrão estabelecido no estudo, tal via assumiu 

um caráter antioxidante dado que em ambas as faixas etárias (figura 13- painel A e B) após o 

estímulo com o H2O2 houve um aumento significativo da produção de ERO quando a via foi 

inibida pelo H89. Nossos dados estão em conformidade com um estudo feito por WANG e 

cols., no qual PKA foi capaz de suprimir a expressão Nox2 principal fonte de ERO vascular, 

em células de músculo liso aórtico de ratos (WANG, Y. et al. 2012).  

 

 Em outro estudo realizado por SRINIVASAN et al,  em um ambiente de inflamação 

e hipóxia, a ativação de PKA induziu a perda de atividade do complexo IV cadeia de transpor-

te de elétrons e aumento de ERO em células de macrófagos e coração de camundongos, ao 

passo que curiosamente em condições normóticas a ativação da via aumentou a atividade de 

tal complexo (SRINIVASAN, Satish et al. 2013).  
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 Portanto, a tendência da via de PKA de agir como antioxidante ou pró-oxidante pa-

rece estar relacionado com as condições celulares sejam elas num ambiente anor-

mal/patológico, ou num ambiente celular considerado fisiológico. 

 

Nossos resultados também mostraram que o RSV continuou exercendo a sua atividade 

antioxidante nos dois grupos etários (figura 13 - painel A e B), fato verificado através da 

redução significativa da produção de ERO frente à adição do inibidor H89.  Outro fato verifi-

cado, apesar de não ter se mostrado significativo, foi que na faixa de meia idade a inibição da 

via de PKA proporcionou um aumento da geração de ERO enquanto na faixa etária dos idosos 

verificamos que a mesma inibição gerou uma queda destas espécies reativas de oxigênio (fi-

gura 13 - painel A e B).  

Nossos resultados corroboram com os de DONG e cols., numa pesquisa sobre a ação 

neuroprotetora do RSV em que o composto fenólico inibiu a corrente Kv2.2, associada a des-

cargas epileptiformes, através do estimulo da atividade de PKC mas não foi capaz de alterar a 

atividade de PKA sobre a corrente Kv2.1 (DONG, W. et al. 2013). Já estudos realizados por 

ZHAO, et al, mostraram que o RSV juntamente com metformina inibiram o mecanismo de 

lipólise no tecido adiposo hipoxêmico via redução dos níveis de AMPc/PKA em tecido adipo-

so de camundongos alimentados com dieta rica em gordura (ZHAO, W. et al. 2016).  

Este conflito de resultados pode ser parcialmente elucidado pela descoberta do meca-

nismo de atuação do resveratrol dependente de várias enzimas fosfodiesterases.  Park et al., 

acharam a conexão entre o RSV e AMPK. Eles demonstraram que o RSV inibe diretamente 

várias enzimas fosfodiesterases (PDE), o que aumenta os níveis do segundo mensageiro 

AMPc, a ativação do fator de troca do nucleotídeo guanina dependente de AMPc (Epac 1) e 

um aumento do cálcio intracelular que ativa a quinase CamKKβ, que fosforila e ativa AMPK 

(Figura 22) – (PARK, S. et al. 2012).  
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Figura 22: Novo mecanismo de interação entre AMPc, EPAC1, SIRT1, AMPK e o RSV. Fonte: Park et al.,   

2012. 

Desta forma, elucidando este mecanismo, a ativação resultante de Epac1, uma proteína 

efetora de AMPc, aumenta os níveis intracelulares de Ca
2 +

 e activa a via CamKKβ -AMPK 

através da fosfolipase C e do canal de libertação de Ca
2 + 

do receptor de rianodina. Como con-

sequência, o resveratrol aumenta o NAD + e a atividade de SIRT1. A inibição da PDE4 com o 

rolipram reproduz todos os benefícios metabólicos do resveratrol, incluindo a prevenção da 

obesidade induzida por dieta e um aumento na função mitocondrial, resistência física e tole-

rância à glicose em camundongos.  

Portanto, a administração de inibidores de PDE4 pode também proteger contra e me-

lhorar os sintomas de doenças metabólicas associadas ao envelhecimento (PARK, S. et al. 

2012). Já, Tennen, Michishita-Kioi e Chua (2012) demonstraram que o RSV além de ativar a 

via AMPc /Epac 1/CamKKβ/AMPK, ativa uma via paralela. O aumento dos níveis de AMPc 

pela inibição direta dos PDE pelo RSV, ativa a proteína quinase A (PKA) que diretamente 

fosforila e ativa SIRT1 (Figura 23). 
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Figura 23: Novo mecanismo de interação entre as vias de SIRT1 e AMPK e o RSV. Fonte: GERZON; RO-

DACKA; PUCHALA, 2014. 

 

 Neste contexto, os nossos resultados mostram que para o RSV exercer os seus efei-

tos biológicos no processo de envelhecimento é necessária uma comunicação eficaz de vias 

metabólicas que vai depender de vários fatores dentre eles o estresse oxidativo e inflamação.     

 

              A segunda proteína quinase analisada em nossa pesquisa é a proteína quinase B (via 

AKT/PB), uma serina-treonina que é bastante conhecida pelo seu papel de regulação da so-

brevivência, proliferação celular, metabolismo energético e desenvolvimento tumoral (LOS, 

Marek et al. 2009). Através das nossas observações a cerca desta via, foi possível constatar 

que a mesma também apresentou um perfil antioxidante e/ou anti-inflamatório (figura 14) em 

ambas as faixas etárias (figura 14 - painel A e B), pois quando adicionado o Akt Inhibitor no 

tratamento com H2O2 foi verificado um aumento significativo de ERO nesses grupos. 

Esta via de sinalização desempenha um papel essencial na regulação no metabolismo 

da glicose, combatendo o desenvolvimento de desordens metabólicas que estão intimamente 

associadas com o estresse oxidativo e a inflamação como o diabetes mellitus. Sendo que tal 

ação caracteriza-se pelo aumento da captação da glicose por meio da translocação de GLUT-4 

para a membrana celular, bem como a inibição da enzima glicogênio sintase quinase-3 

(GSK3) promovendo a síntese de glicogênio induzida pela insulina (MACKENZIE, R; EL-
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LIOTT, B. 2014; ZHANG, X. et al. 2011). De forma complementar, foi constatado que a via 

de AKT/PKB exerce um efeito cardioprotetor, de modo que sua ativação promoveu a redução 

da apoptose em cardiomiócitos modelos de isquemia transitória in vivo (MATSUI, T. et al. 

2001). 

Adicionalmente, foi possível observar que o RSV manteve a sua capacidade de dimi-

nuir ERO mesmo após a adição do inibidor da via AKT/PKB nas duas faixas etárias (figura 

14 - painel A e B). Quando foi introduzido o inibidor da via AKT/PKB verificamos uma pos-

sível restauração do estresse oxidativo na faixa etária de meia idade em contrapartida com 

uma redução deste estresse na faixa etária dos idosos (resultado não significativo) (figura 14 - 

painel A e B).  Estes dados, mostram que na faixa etária de meia idade os mecanismos antio-

xidantes da via de AKT/PKB ainda podem permanecem ativos que de forma adversa estão 

sendo perdidos durante o processo de envelhecimento. Ainda podemos verificar que a geração 

de um estresse oxidativo gerado na população idosa, verificado na figura 12 em conjunto com 

a Tabela demográfica (Anexo 1), na qual a população estudada está dentro dos padrões gli-

cêmicos normais nos mostram que mudanças precoces na alteração do padrão de sinalização 

desta via, pode corroborar para o desenvolvimento de desordem metabólicas precoces.     

Além disto, Chi-Chien e cols., 2017, verificaram que para o Resveratrol exercer os 

seus efeitos de neuroproteção, atenuação de desordens metabólicas e ser cardioprotetor (todos 

estes relacionados a alteração dos padrões glicêmicos) é necessário que três vias estejam rea-

lizando uma conversa metabólica eficiente a saber: AKT, AMPK e SIRT1 (Figura 24) -(Chi-

Chien, et al. 2017) . Neste contexto, Caldeira, 2019 verificou que no processo de envelheci-

mento há uma mudança no contexto celular caracterizada pelo silenciamento do caráter antio-

xidante da via AMPK (CALDEIRA, C. 2019).  Além disso, a atuação do RSV é alterada no 

envelhecimento, já que a sua influência na via da SIRT1 é cessada.  
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Figura 24: Efeito do Resveratrol sobre doenças correlacionadas ao envelhecimento: necessidade de interação de 

vias metabólicas: Fonte Chi-Chien et al., 2017. 

 

As MAPKs são proteínas quinases pertencentes a uma das principais vias associadas 

ao mecanismo de transdução de sinal intracelular, devido a isso essas moléculas sinalizadoras 

tem demonstrado exercer um papel importante em vários processos fisiológicos. Diversos 

tipos de estímulos podem ativar os subgrupos das MAPKs, sendo que geralmente, os fatores 

de crescimento são responsáveis preferenciais pela ativação de ERK-1 e ERK-2, enquanto que 

os JNKs e p38 MAPKs são ativados pelo estresse celular, incluindo ERO, radiação UV e γ 

(KYRIAKIS, J; AVRUCH, J. 2012). 

O subgrupo definido pela p38MAPK, caracteriza-se pela alta correlação com o proces-

so de inflamação. Pesquisas apontam que este tipo de proteína quinase atua na indução de 

citocinas pró-inflamatórias como IL-1β, TNF e IL-6, bem como na expressão de enzimas co-

mo COX-2 estando por isso associada a doenças de origem inflamatória tais como a Artrite 
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reumatoide e doença de Alzheimer. Adicionalmente existem evidências científicas que rela-

tam consolidação do fenótipo celular senescente ocorre de maneira dependente da ação da 

p38MAPK em resposta ao encurtamento dos telômeros e H2O2 (ZARUBIN, T; JIAHUAI, H. 

2005). 

Tendo consciência da grande associação desta via de sinalização com estresse oxidati-

vo assim como os agentes que participam do processo inflamatório, foi de interesse do nosso 

estudo amplificar a compreensão acerca dos mecanismos de ação pelos quais o RSV desem-

penha as suas atividades biológicas, analisando para tanto se tal atividade estaria associada à 

via de MAPK.  

 Baseado em tal colocação, nossos resultados (figura 15) demonstraram que a via de 

MAPK apresentou um perfil igualitário nas faixas etárias estudadas (figura 15- painel A e 

B), caracterizada por um aumento significativo na produção de ERO nos dois grupos estuda-

dos (figura 15- painel A e B) após ter sido inibida pela adição do p38 MAPKinase Inhibitor 

III, comparando com o controle em que não houve incubação com o inibidor. Portanto nas 

condições induzidas pelo ensaio a via de MAPK proporcionou um ambiente antioxidante. 

Estes resultados podem parecer a princípio contraditórios com os dados da literatura 

que mostram uma regulação positiva na produção de ERO através da ativação da via em ques-

tão. Num estudo recente, foi demonstrado que após a pré-incubação com inibidor de 

p38MAPK em macrófagos, houve inibição da produção de ERO estimulada por LPS (OH, H. 

et al, 2018). Em adição, os achados de BORODKINA, et al., demonstraram que quando incu-

badas com um inibidor seletivo de p38MAPK, células estaminais mesenquimais derivadas do 

endométrio humano (hMESCs) que sofrem senescência prematura em resposta ao estímulo 

H2O2, ocorreu uma inibição da produção dessa molécula oxidante (BORODKINA, A. et al. 

2014). 

Entretanto, quando se estuda sinalização celular em faixas etárias e levando em conta 

um ambiente de estresse oxidativo outros fatores tem que se levados em conta. Neste contex-

to, sabemos que em condições com estresse oxidativo baixo as ERO ativadas por agentes es-

tressantes (ex: H2O2, fatores de crescimento, citocinas e várias tensões) são rapidamente re-

movidas por proteínas antioxidantes intracelulares. Uma vez que o produto de ERO excede a 

capacidade das moléculas antioxidantes, estas podem induzir modificação oxidativa das pro-

teases de sinalização das MAPK (por exemplo, RTK e MAP3K), conduzindo assim a ativação 
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de MAPK. As ERO podem também inibir as vias da MAPK via inibição e/ou degradação de 

MKP (Fosfatase da via das MAPK) (Figura 25) – (SON, Y. et al. 2011). Diante deste fato, 

podemos verificar que existem dois caminhos de sinalização que poderiam explicar os nossos 

dados, onde no processo de envelhecimento com um estresse oxidativo alto pelo desbalanço 

dos mecanismos oxidantes em detrimento dos antioxidantes levaria ao invés da ativação clás-

sica da via um caminho alternativo ao qual levaria a degradação da MKPs e consequentemen-

te a inativação da via de MAPK e esta já inativada levaria um aumento de ERO intracelular 

(Figura 25). Ao colocarmos o inibidor da via clássica favorecemos então o percurso alterna-

tivo reforçando assim o quadro já apresentado no processo de envelhecimento e como conse-

quência o aumento de ERO. 

 

Figura 25: Mecanismos para ativação e inibição mediada por ERO das vias de MAPK. Fonte: SON, Y. et al. 

2011. 

Outro ponto a ser observado a partir dos nossos dados foi a permanência da atividade 

antioxidante do RSV no experimento, o qual manteve tal ação em ambos os grupos etários 

(figura 15 – painel A e B) quando incubado juntamente com o inibidor de MAPK após o 

estímulo com H2O2, comparando-se ao grupo controle sem inibidor. Tratando-se ainda do 

comportamento do RSV frente a via de sinalização de MAPK, nossos experimentos demons-

traram a regulaçao desta via sobre a atividade do composto fenólico nos  dois grupos etários, 



 

82 
 

ALMEIDA, M. S. 

Discussão 

ao passo que a diferença estatística existente no tratamento com estímulo via H2O2 e acrésci-

mo do RSV após adição do inibidor em relação ao respectivo controle sem inibição demons-

trou tal evento de interação entre o RSV e MAPK. 

Em concordância com os nossos achados, existem relatos que demonstram a interação 

do RSV com a via de p38MAPK, de modo que o composto fenólico melhorou as funções car-

díacas, através da diminuição do estresse oxidativo e inibição da fosforilação desta via no 

modelo pós- insuficiência cardíaca em ratos (RIBA, A. et al. 2017). Em adição, ZONG, et al., 

demonstraram que o RSV foi capaz reduzir a produção de mediadores pró-inflamatórios em 

resposta ao LPS em células RAW 264.7, através da inibição da via de CREB e MAPKs tendo 

a sua ação anti-inflamatória mediada pela ativação indireta de AMPK e expressão de SIRT1 

via PI3K/AKT (ZONG, Y. et al. 2012). 

Verificamos também nos indivíduos de meia idade (figura 15 – painel A) que após a 

inibição da via, o RSV perdeu a sua capacidade antioxidante e a produção de ERO se igualou 

a produção destas espécies apenas com H2O2 0,64% v/v. Já na faixa etária dos idosos verifi-

camos que após a inibição da via da MAPK o RSV aumentou a sua capacidade anti-oxidante 

diminuindo a produção de ERO que atingiu o patamar de inibição abaixo do valor basal (figu-

ra 15 – painel B).    

O aumento na efetividade do RSV no grupo de idosos após a inibição da via de MAPK pode 

ter ocorrido pela alteração da ação desta via, na faixa etária em questão de acordo com estu-

dos. Um estudo realizado por LARBI e cols., constatou que a alteração da ativação da MAPK 

em PMN de idosos resulta na maior susceptibilidade a infecções assim como uma maior faci-

lidade a adquirir um fenótipo pró-apoptótico através da modulação negativa do fator de cres-

cimento de colônias de granulócitos e monócitos (GMCSF) – (LARBI, A. et al. 2005). Atra-

vés destes dados também podemos inferir que o resveratrol possivelmente possa ser eficaz em 

restaurar a via de sinalização clássica nesta faixa etária. 

.Após a análise acerca do efeito do RSV sobre as vias de sinalização PKA, AKT/PKB 

e MAPK, em que foi demonstrado que o composto fenólico sofreu um tipo de regulação ape-

nas através da via de MAPK, pode-se inferir que apesar de existirem evidências sobre tal inte-

ração, no ambiente imposto pelo nosso ensaio o RSV pode ter exercido sua função antioxi-

dante e/ou anti-inflamatória através de outros fatores tais como as citocinas pró-inflamatórias 

e anti-inflamatórias as quais também fizeram parte da nossa proposta, bem como através da 
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superexpressão das vias já comprovadamente moduladas por este composto fitoquímico, co-

mo a SIRTI e AMPK.  

O estresse oxidativo e o envelhecimento estão diretamente ligados à fisiopatologia de 

diversas desordens inflamatórias e doenças degenerativas crônicas, desencadeadas pelo recru-

tamento de células inflamatórias e indução da produção de várias citocinas pró-inflamatórias 

causadas pelo acúmulo de ERO ao longo da vida (Inflammaging) (HE, Y, et al. 2015; 

FRANCESCHI, C; CAMPISI, J. 2014). Com base nisto, damos sequência ao nosso estudo 

buscando verificar o impacto causado pelo RSV no perfil da inflamação na faixa etária de 

meia idade e idosos. Sendo que para tanto foi feita a dosagem das citocinas pró-inflamatórias, 

IL-6 e TNF, assim como da citocina anti-inflamatória IL-10. 

A frente da regulação destas citocinas pró-inflamatórias, assim como quimiocinas e 

moléculas de adesão está o fator nuclear κB (NF-κB). A atividade deste fator de transcrição é 

regulada por proteínas IκB, que em condições fisiológicas normais promovem a inibição de 

NF-κB no citoplasma, porém após a indução através de fatores como as ERO, ocorre a ativa-

ção da proteína quinase IKK sendo que essa por sua vez promove a fosforilação de outra qui-

nase IkB que irá efetuar a translocação de NF-κB do citoplasma o para o núcleo. No núcleo, o 

NF-κB irá se ligar a regiões que promover a transcrição e intensificação de genes específicos 

para a resposta inflamatória.  Desse modo a ativação da via do NF-κB  regula a produção de 

citocinas pró-inflamatóriaa e recrutamento de células inflamatórias, que contribuem para a 

resposta inflamatória (ANKER, S; VON HAEHLING, S. 2004; CHEN, L. et al. 2018). 

Apesar do mecanismo de inflamação envolver uma cascata com participação de diver-

sos mediadores pró-inflamatórios, a IL-6 caracteriza-se como um dos mediadores mais estu-

dados. Pesquisas associam o aumento da concentração desta interleucina com o passar da ida-

de e apontam para o seu efeito negativo quando em altos níveis por tempo prolongado, estan-

do associada a diversas doenças tais como aterosclerose, doença cardiovascular, obesidade, 

diabetes mellitus e declínio cognitivo em indivíduos idosos (BETTCHER, B. et al, 2014).  

Baseado nisto, após a dosagem desta citocina (figura 16) foi possível constatar que o 

nível da concentração no estado basal de IL-6 foi duas vezes maior em indivíduos do grupo de 

idosos (figura 16 - Painel B) em relação ao grupo de meia idade (figura 16 - painel A) cor-

roborando um estudo de FABBRI, et al em que os indivíduos idosos acompanhados durante 9 

anos num estudo longitudinal apresentaram níveis basais mais elevados de IL-6 de forma que 
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esse aumento nos níveis da interleucina ao longo do tempo foram associados com o desenvol-

vimento acelerado de morbidades (FABBRI, E. et al. 2014). 

Adicionalmente, o RSV foi capaz de promover a redução dos níveis da IL-6 nos dois 

grupos etários testados, porém destaca-se o fato do mesmo ter sido mais efetivo na faixa etária 

de meia idade (figura 16 - painel A) apresentando uma redução significativa de 77%  desta 

interleucina frente a redução de 53,7% na faixa etária de idosos (figura 16 - painel B). LOU e 

cols., demonstrou que o RSV foi capaz de reduzir os níveis de expressão de mRNA de IL-6 

em aortas de ratos diabéticos (LOU, X. et al.  2014).  

O fator de necrose tumoral  (TNF) define-se como uma citocina pró-inflamatória 

que desempenha um papel importante como mediador do mecanismo de inflamação. Ao 

TNF atribui-se a participação na iniciação, regulação e perpetuação da resposta inflamatória. 

A relação do envelhecimento com esta citocina pró-inflamatória já é bastante conhecida, sen-

do que o aumento de TNF-α em idosos promove a indução de autoanticorpos, e está ligado ao 

surgimento de doenças associadas a idade, como aterosclerose e demência (BOREN, E; 

GERSHWIN, M. 2004). 

Tratando-se do estudo sobre TNF, nossos achados na figura 17 demonstraram que 

semelhante a IL-6, a concentração basal celular de TNF foi duas vezes superior na faixa 

etária de idosos (figura 17- painel B) se comparada a faixa etária de meia idade (figura 17- 

painel A). Esse aumento de concentração de TNF, interligado com a idade também foi verifi-

cado por KIM et al, em que ratos idosos expostos à dieta rica em gordura apresentaram au-

mento  na fibrose hepática e renal, concomitantemente a elevação expressões dos níveis de 

mRNA de TNF em comparação com o grupo de meia idade (KIM, I. et al. 2016). 

Quando comparamos a concentração desta citocina pró-inflamatória após adição do 

RSV juntamente com o estímulo H2O2 figura 17, o mesmo apresentou um comportamento 

similar ao apresentado na dosagem de IL-6, de maneira que foi capaz de diminuir significati-

vamente a concentração de TNF de forma mais eficaz no grupo etário de meia idade (figura 

17- painel A) com 79% de inibição desta citocina ao passo que no grupo etário de idosos (fi-

gura 17- painel B) tal inibição ocorreu em 50%, se comparado ao tratamento onde há apenas 

o estímulo com H2O2.  

Esse perfil de variação na efetividade do RSV frente à concentração destas duas cito-

cinas pró-inflamatórias relacionado com a idade, encontra-se em concordância com um estu-
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do realizado por TUNG et. al no qual em células hepáticas de ratos idosos o RSV não foi 

capaz de reverter o aumento da expressão de IL-6 e TNF (TUNG et. al. 2015).  

Por outro lado, as citocinas anti-inflamatórias desempenham um papel essencial no re-

estabelecimento da homeostase imune.  Elas atuam no combate a progressão da resposta in-

flamatória e no estabelecimento de patologias relacionadas ao surgimento do estado da infla-

mação crônica. Dentre as citocinas anti-inflamatórias, a IL-10 é uma das mais conhecidas por 

atuar na supressão de citocinas pró-inflamatórias como a IL-8, IL-6, TNF e IL-1. A regulação 

negativa da produção dessas citocinas foi verificada num estudo em células mononucleares de 

sangue periférico estimuladas por LPS de pacientes com Insuficiência cardíaca congestiva 

(OUYANG, W. et al 2011; BOLGER, A. et al. 2002). 

 Foi observado também uma função protetora associada ao envelhecimento e a resis-

tência à insulina, de forma que a inflamação no músculo esquelético foi diminuída em ca-

mundongos idosos com superexpressão muscular específica de IL-10 (DAGDEVIREN, S. et 

al. 2016). A associação da atividade de IL-10 com o estresse oxidativo foi avaliada por ME-

DINA e cols., em que a interleucina anti-inflamatória inibiu a produção 

de ROS por granulócitos de indivíduos saudáveis (MEDINA, L. et al. 2007) 

Diferentemente das duas citocinas pró-inflamatórias utilizadas no nosso estudo, após a 

dosagem de IL-10 (figura 18) nas células PBMC das faixas etárias padronizadas, em seu es-

tado basal foi possível observar que os indivíduos idosos (figura 18- painel B) apresentaram 

níveis de concentração desta interleucina diminuídos em 20% comparado a concentração ex-

pressa em indivíduos de meia idade (figura 18- painel A). Dado consistente com uma pesqui-

sa realizada em PBMC de indivíduos saudáveis de uma faixa etária de 20 a 90 anos, em houve 

uma taxa de declínio na concentração de IL-10 relacionado à idade (HIROKAWA, K. et al. 

2013). 

Quando avaliamos a produção de IL-10 sobre a influência do RSV associado ao estí-

mulo com H2O2, verificamos que o RSV foi capaz de aumentar a concentração desta citocina 

anti-inflamatória em ambas as faixas etárias, entretanto manteve-se mais efetivo no grupo de 

meia idade (figura 18- painel A) ao promover um aumento de 300,8%  na concentração de 

IL-10 diante do aumentando em 236,2% ocorrido no grupo de idosos (figura 18- painel B), 

comparando-se ao tratamento contendo exclusivamente H2O2.  Tal observação encontra-se em 

coerência com PALACZ-WROBEL. et al., no qual o RSV provocou um aumento da secreção 
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e expressão de mRNA de IL-10 em cultura de células de macrófagos, num efeito mais pro-

nunciado quando introduzido pré-estímulo com LPS reforçando assim os nossos achados an-

teriores a cerca do potencial preventivo do RSV. Curiosamente foi visto que concentrações 

maiores de RSV, a partir de 30µM, provocaram um efeito contrário, causando a diminuição 

da secreção de IL-10 (PALACZ-WROBEL, M. et al. 2017). 

       Através da análise sobre a influência do RSV na concentração das citocinas pró-

inflamatórias, IL-6 e o TNF, bem como na citocina anti-inflamatória, IL-10 nas células 

PBMC é possível inferir que o composto fenólico exerce sua atividade de forma benéfica para 

o estabelecimento da homeostase do sistema imune (Esquema 2), promovendo a redução dos 

mediadores pró-inflamatórios e aumentando a concentração do anti-inflamatório seguindo os 

preceitos estudados na teoria do Inflammaging (balanço metabólico das citocinas). Corrobo-

rando assim TAO et al, no qual o RSV reduziu a dor neuropática em ratos, promovendo a 

redução da expressão de citocinas pró-inflamatórias, como TNF , IL-1β e IL-6, concomitan-

temente ao aumento da expressão da citocina anti-inflamatória IL-10 (TAO, L. et al. 2016).  

 

Esquema 2: Manutenção do sistema imune homeostático através do RSV. Criado por: Almeida & Chaves, 2019. 

Prosseguindo nossos estudos sabemos que o Resveratrol tem como funções fisiológi-

cas proteção contra eventos cardiometabólicos. Assim, foi de nosso interesse verificar a sua 

possível atuação em biomarcadores precoces destes eventos que já são utilizados pela clínica 

médica. 



 

87 
 

ALMEIDA, M. S. 

Discussão 

No decorrer de inúmeras pesquisas a respeito do estresse oxidativo somado a sua asso-

ciação com a inflamação no desencadeamento de várias doenças de cunho inflamatório, surgi-

ram diversos biomarcadores que estão relacionados direta ou indiretamente com a formação 

de espécies oxidantes, sejam elas ERO ou ERN, sendo aplicadas como uma forma de mensu-

rar a ocorrência de um processo inflamatório. Dentre estes biomarcadores, o NO, a 

lipoproteína A Lp(a) e a fosfolipase A2 têm sido sugeridos como marcadores específicos de 

ricos cardiometabólicos precoces (ROSSI, W. et al. 2016).  

O NO, assim como as demais moléculas relacionadas ao estresse oxidativo, desempe-

nha um papel biológico importante em concentrações consideradas fisiológicas. Vários auto-

res apontam que a produção de níveis adequados desse composto no endotélio vascular é crí-

tica para a regulação do fluxo sanguíneo e da vasodilatação (TEJERO, J. et al. 2018). Por 

outro lado, o NO pode contribuir no processo de manutenção do fluxo sanguíneo em tumores, 

exercendo um papel significativo na neovascularização tumoral (FUKUMURA, D; JAIN, R. 

1998). 

O RSV melhora a função endotelial, exerce efeitos anti-hipertensivos, anti-

ateroscleróticos e antihiperglicêmicos e aumenta a sensibilidade a insulina. Parte dos efeitos 

protetores do RSV são atribuídos ao NO. O RSV melhora a disponibilidade do NO ao estimu-

lar sua produção e por prevenir sua inativação mediada pelo O2
•-
 (XIA, N; FÖRSTERMANN, 

U; LI, H. 2014). 

Confirmando a função do RSV nos níveis de NO, os resultados de Lara (2018) de-

monstraram que o RSV atua como protetor neural quando elevou a geração de ON nas células 

N2-A na forma de Pré-estímulo; e como neuro-regenerador quando o fez no Pós-estímulo. 

Gonzalez-Vicente, Cabral e Garvin (2014) comprovaram que o RSV aumenta a produção de 

NO em membros ascendentes de ratos saudáveis (LARA, R. 2018; GONZALEZ-VICENTE, 

A; CABRAL, P; GARVIN, J. 2014). 

           Em contrapartida, KIMBROUGH et al., comprovaram que o RSV diminui a produção 

de NO, os níveis de mRNA e a expressão protéica da óxido nítrico sintase induzida em hepa-

tócitos de ratos induzidos por citocinas. HOSHINO et al., demonstraram que sulfatos de RSV 

podem inibir a produção de NO em células  RAW 264.7. Já SHI, et al., elucidaram que a pro-

dução de NO não mudou (em relação ao grupo controle) em células endoteliais F-2 incubadas 

com RSV em concentrações até 20 mM. Porém, em concentrações de 50 e 100mM, a produ-
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ção de NO foi aumentada. Neste contexto, Chaves et al., (2000) mostraram também que em 

granulócitos humanos ocorre um aumento da produção de NO em função da idade (KIM-

BROUGH, C. et al . 2015; HOSHINO, J. et al. 2010; SHI, Y. et al. 2014; CHAVES, 2000). 

           Os resultados apresentados na figura 19 revelam que no grupo de meia idade não hou-

ve um aumento da quantidade de NO nas PBMC estimuladas com RSV, se comparadas às 

mesmas sem nenhum estímulo ou expostas ao H2O2. Esse resultado está de acordo com o re-

sultado apresentado por SHI, et al.,2014. O mesmo perfil é observado quando avaliamos as 

PBMC expostas ao H2O2 em relação às células sem estímulo. Perfil semelhante ao proposto 

por Soydinç, et al. 2007, e Maziak et al. 1998. Já no grupo dos idosos, percebe-se que não 

houve um aumento da quantidade de NO nas PBMC estimuladas com RSV, se comparadas às 

mesmas sem nenhum estímulo (perfil semelhante ao observado por SHI, et al ) porém houve 

um aumento  (não significativo) em relação as células expostas ao H2O2. O mesmo perfil é 

observado quando avaliamos as PBMC sem estímulo em relação às expostas ao H2O2. Portan-

to, o RSV conseguiu restaurar a quantidade de NO das células expostas ao H2O2 (que estava 

reduzida) a níveis basais. Esses resultados estão de acordo com os relatados por Lara (2018) e 

Gonzalez-Vicente, Cabral e Garvin (2014) em relação à atividade do RSV e também estão de 

acordo com os apresentados por GRUBER et al., e BEN ANES et al.,  em relação a interação 

entre níveis reduzidos de NO e EO (SOYDINÇ, S. et al. 2007; MAZIAK, W. et al. 1998; 

LARA, R. 2018; GONZALEZ-VICENTE, A; CABRAL, P; GARVIN, J. 2014; GRUBER, J 

et al. 2007; BEN ANES, A et al. 2014) 

           Portanto, infere-se que nos idosos que já apresentam um nível basal de estresse oxida-

tivo maior que o apresentado pelo grupo de meia idade; ao expor as PBMC ao H2O2 cria-se 

um ambiente de EO elevado que interfere nos níveis de NO (reduzidos) e que o RSV conse-

gue atuar, restaurando-os aos níveis basais. Essa atuação do RSV em relação aos níveis de NO 

provavelmente ocorre devido a sua ação antioxidante (figura 19 – painel A e B) nas PBMC 

de idosos. 

Dando sequência a análise de biomarcadores ligados à inflamação e o estresse oxidati-

vo, avaliamos a intervenção do RSV na concentração dos níveis plasmáticos da lipoproteína 

A [Lp(a)] nas faixas etária padronizadas após um período de tratamento preconizado pelo 

estudo.   
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A Lp (a) é uma partícula lipídica considerada como um fator de risco independente pa-

ra doença cardiovascular prematura. Existe uma vasta gama de estudos que apontam os efei-

tos pró-aterogênicos desta lipoproteína, de maneira que há evidências em que Lp(a) pode 

adentrar a parede das artérias estimulando desse modo a ativação das células endoteliais e a 

inflamação da parede vascular, através deposição de colesterol, resultando na sua participação 

em processos patológicos como aterosclerose e na formação de trombose (DANGAS, G. et al. 

1998; PIRRO, M. et al. 2017). 

Adicionalmente, existem relatos a cerca da associação existente entre a Lp (a) e várias 

desordens cardíacas, tais como infarto do miocárdio, acidente vascular cerebral e estenose da 

valva aórtica calcificada, revelados através de metanálises e estudos genômicos (GENCER, B. 

et al. 2017). 

De acordo com a análise realizada na dosagem (figura 20), os níveis plasmáticos da 

Lp(a), antes da intervenção com RSV, encontaram-se numa concentração mais alta em idosos 

(figura 20 – painel B), tratando-se da comparação com os indivíduos da faixa de meia idade 

(figura 20 – painel A).  

Esse aumento de nível plasmático da Lp(a) relacionado com a idade que foi verificado 

na nossa abordagem, pode não estar correlacionado direta ou unicamente de acordo com a 

literatura (WU, J. 2011).  De acordo com MARANHÃO, et al., num estudo com vários gru-

pos étnicos, a variação na concentração de Lp(a) foi influenciada em grande parte pelo poli-

morfismo dessa lipoproteína, sendo consistente com outros dados reportados que mostraram 

pouco efeito de fatores como idade e sexo (MARANHÃO, R. et al. 2014). 

Por outro lado, em um estudo conduzido por ARAI, et al.,  foi encontrado uma eleva-

ção na concentração de Lp(a) em centenários japoneses, associada a uma regulação positiva 

com a proteína C reativa, suportando que a resposta inflamatória pode contribuir para a eleva-

ção  da lipoproteína nesses indivíduos (ARAI, Y. et al. 2001).  

Portanto, apesar da concentração de Lp(a)  ser influenciada em grande parte pelo seu 

grande polimorfismo genético, diante dos dados  que indicam a sua associação com os fatores 

inflamatórios , pode-se inferir que a concentração da mesma encontra-se aumentada em ido-

sos, por haver um estado de inflamação crônica neste grupo etário. 
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Quando o RSV foi introduzido na dieta diária dos indivíduos participantes da pesqui-

sa, já foi verificada uma diminuição significativa os níveis plasmáticos da Lp(a) em ambos os 

grupos etários (figura 20 – painel A e B)  após três meses de intervenção, quando comparado 

ao concentração desta lipoproteína no início do estudo. Porém após seis meses de intervenção 

com o composto fenólico houve uma redução em 28% e 16% no perfil de Lp(a) nos indiví-

duos de meia idade (figura 20 – painel A ) e idosos (figura 20 – painel B), respectivamente. 

Verificou-se então um aumento progressivo da eficiência do RSV, em relação do tempo de 

tratamento. 

Tal qual os nossos resultados, o efeito positivo do RSV sobre a concentração de Lp(a) 

foi observado por Cho, et al., no qual após uma dieta rica em lipídios aplicada em hamsters 

machos sírios,  a inserção de 0,025% de RSV por um período de 2 meses causou uma redução 

de 60%  dos níveis plasmáticos desta lipoproteína quando comparados com o grupo controle 

(Cho, et al. 2008).  

Por fim, foi analisada a interação do RSV com o terceiro biomarcador de cardiopatia, a 

fosfolipase A2, com o intuito de avaliar qual seria o perfil dos indivíduos participantes em 

concentração de aos níveis plasmáticos de PLA2, após o período te intervenção com RSV pro-

posto pela pesquisa. 

A fosfolipase A2 está intimamente associada a propagação do processo de inflamação, 

ao passo que duas das cinco principais classes desta enzima estão ligadas a progressão de pro-

cessos ateroscleróticos. Estudos apontam que a sPLA 2 caracteriza-se como um fator de risco 

para a progressão, desestabilização e ruptura da placa aterosclerótica, além de atuar como 

biomarcador da doença (CORSON, M. 2009). 

Há estudos que abordam a ligação entre PLA2 e o mecanismo de envelhecimento, sen-

do que foi relatado em células humanas primárias que a senescência precoce pode ser induzi-

da através da expressão do receptor A2 desta fosfolipase tal qual quando o receptor foi nouca-

teado houve retardamento da senescência, por um fator dependente do telômero e estresse 

oxidativo (GRIVEAU, A. et al. 2018). 

Apesar de diversos estudos abordarem a participação negativa da PLA2 nas doenças 

inflamatórias, pesquisadores apontam para a sua importância no combate a Doença de Al-

zheimer. A PLA2 pode estar envolvida no processamento e secreção da proteína precursora de 

amiloide (PPA), de modo a sua inibição acarreta na redução da PPA. Porém quando a PLA2 é 
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ativada favorece a liberação de PPA, conduzindo assim a diminuição do peptídeo β-amilóide 

um dos principais causadores da patologia (FRIDMAN, C. et al. 2004). 

No que se refere à análise da concentração da PLA 2 frente a interferência do RSV, 

nossos resultados mostraram (figura 21) que o composto fenólico apresentou uma resposta 

mais rápida no grupo de meia idade (figura 21 – painel A) dado que somente nesta faixa etá-

ria o mesmo foi capaz de induzir uma redução significativa dos níveis plasmáticos da PLA 2 

após 3 meses de intervenção no indivíduos tratados. Entretanto após o período de 6 meses o 

RSV também promoveu a redução nos níveis plasmáticos da PLA 2 no grupo de idosos (figu-

ra 21 – painel A). De maneira que ao final do período de tratamento o RSV foi responsável 

por uma inibição mais efetiva no grupo de meia idade do que no grupo de idosos. 

No que diz respeito à capacidade do RSV de reduzir a concentração de PLA 2, nosso 

achado encontra-se em conformidade com o relato de LEE e cols.,  no qual observou-se  que o 

pré-tratamento com derivados do RSV reduziu a expressão de cPLA2 induzida por TNF em 

células mesangiais de ratos (RMCs), num estudo de avaliação sobre os efeitos deste composto 

fenólico em lesões renais (LEE, I. et al. 2019). 

Deste modo, os resultados do presente estudo demonstram fortes indicativos a cerca da 

capacidade antioxidante e anti-inflamatória do RSV numa concentração de 5µM em células 

PBMC. Fato verificado através da capacidade do mesmo em reduzir a produção de ERO, 

exercer seu efeito através da interação com a via de MAPK, promover a diminuição de inter-

leucinas pró-inflamatórias como a IL-6 e TNF mantendo o equilíbrio homeostático imune ao 

aumentar a concentração de IL-10 somado a redução de importantes biomarcadores de cardi-

opatia como a Lp(a) e PLA2. Por fim, por ter apresentado uma maior efetividade em todas as 

funções citadas, na faixa etária de meia idade nossos estudos apontam para os seus efeitos 

biológicos mais acentuados em PBMC através do seu uso como fonte preventiva. 
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6- CONCLUSÃO 

 

Através do nosso estudo observamos que o RSV apresenta uma melhor atividade antioxi-

dante e anti-inflamatória de forma preventiva em células PBMC humanas e a sua atuação é 

alterada no envelhecimento pela participação da alteração do padrão de sinalização da via de 

MAPK.  
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ANEXO 
 

 

 

ns= não significativo pelo teste de  Mann-Whitney.  
Faixa de índice de massa corporal = 18,5 – 24,99kg/m2 (World Health Organization, 2000) 
Glicose sanguinea : Valor normal inferior a 99mg/dL (American Diabetes Association, 2011) 

Triglycerides: Faixa Normal < 150mg/dL (American Heart Association, 2017) 

Creatina sérica: Faixa normal: 0,5-1,5 mg/dL para homens and 0,6 – 1,2 mg/dL para Mulheres (NCCLS, 2000)  

População         Homens    Mulheres 

Parâmetros      (média ± D.P.)   (média ± D.P.) 

Faixas Etárias (anos)    

                                               40-59 52,1 ± 4 ns 50,2 ± 5 

60-80 76,3 ± 7 ns 66,9 ± 6 

TOTAL 64,2 ± 6 ns 58,5 ± 5 

Índice de massa corporal (kg/m
2
)  

 

  

40-59 18,8 ± 2 ns 17,5 ± 3 

60-80 23,4 ± 3 ns 24,5 ± 4 

TOTAL 21,1 ± 2 ns 21,0 ± 2 

Glicose Sanguínea (mg/dl)    

                                   40-59 83,4 ± 8,6 ns 85,5 ± 9,1 

                                               60-80           102,6± 11,3 ns 105,6 ± 10,6 

   TOTAL 93,0 ± 7,5  ns 95,5 ± 9,4 

Triglicérides (mg/dL)    

40-59 130,0 ± 57 ns 127,7 ± 43 

60-80 164,3 ± 20 ns 153,5 ± 23 

TOTAL 132,2 ± 38 ns 127,7 ± 32 

Creatina sérica (mg/dL)    

40-59            0,63 ±0,02 ns 0,68 ± 0,12 

                                    60-80            0,74 ±0,17 ns 0,79 ± 0,17 

TOTAL            0,68 ± 0,18 ns 0,73 ± 0,21 

Complicações vasculares    

40-59 Não  Não 

60-80 Não  Não 

Anexo 1 – Características Demográficas da população do estudo. 
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 Considerações inici-

ais para o uso do 

Resveratrol 

 

O RSV foi utilizado baseado em estudos de toxicidade e 

segurança realizados por PATEL et al., e  NOVELLE  et al 

bem como estudos de biodisponibilidade realizados por  

CHACHAY, V. et al. e  SMOLIGA, J. et al,. De modo que a 

estratégia para o aumento de tal parâmetro farmacológico 

baseou-se em relatos de AHMED, T. et al. e  BHULLAR, 

K; HUBBARD, B. 2015. 

 

 Divisão das faixas 

etárias em dois gru-

pos paralelos 

 

- Faixa etária de 40 – 59 anos  

- Faixa etária de 60 – 80 anos  

 

 

 População do Estu-

do 

 

 

- 20 indivíduos para cada faixa etária 

 

 Ingestão diária do 

Resveratrol 

 

 

- Via oral: Cápsula de 30 mg. Dose utilizada baseando-se 

em estudos feitos por VIOLA. A, 2016. 

 

 Esquema Posológico 

 

  

- Tomar 1 cápsula , uma vez/dia pela manhã antes do café 

 Duração do trata-

mento 

 

- 6 meses, com 3 medições dos níveis plasmáticos da lipo-

proteína A Lp(a) e Fosfolipase A2 : Início do tratamento, 3 

meses de tratamento e 6 meses de tratamento 

 Critérios de inclu-

são do estudo 

 

Idade dentro da faixa previamente descrita, análises aos pa-

râmetros bioquímicos metabólicos e sanguíneos e eletrocar-

diograma 6 meses antes do começo do ensaio, doses estáveis 

de todas as medicações 1 mês antes do ensaio e durante a 

duração do estudo. 

 

 

Anexo 2: Características estabelecidas no desenho piloto para a dosagem dos níveis plasmáticos de 

Lp(a) e PLA2 após tratamento com RSV. 
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 Critérios de exclu-

são do estudo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Qualquer doença ou medicação concomitante que, na opi-

nião do investigador, impeça a participação do doente neste 

estudo: 

• Gravidez ou aleitamento, fumar no mo-

mento da seleção ou nos últimos 12 me-

ses, demência ou outra doença psiquiá-

trica ou outra doença que impeça o con-

sentimento informado, incapacidade le-

gal ou capacidade legal limitada, inges-

tão de alimentos contendo RSV 30 dias 

antes. 

 

 

 Endpoints  

 

- Esquema temporal: 

 medição 0, 03 e 06 meses. 

 

 

 Primários  

 

 

 

- Medição de mudanças nos valores plasmáticos da Lp(a) e 

PLA2, comparando com os valores de referência e da medi-

ção inicial (Mês 0) para verificar à influência do resveratrol.  

 


