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RESUMO

INTRODUCAO: O estresse oxidativo estd relacionado com o envelhecimento e com varios
distdrbios neurodegenerativos. Os flavonoides, por sua vez, exibem agdo importante nos sistemas
biolégicos, como a eliminacdo de radicais livres, atuando como agentes antioxidantes, seja
isoladamente ou em conjunto com moléculas como por exemplo o acido ascorbico. Flavonoides
como a rutina se destacam por sua capacidade antioxidante e citoprotetora, sendo assim,
promissores nesse ambito. OBJETIVO: Investigar o efeito protetor do flavonoide rutina contra a
citotoxicidade do sulfato ferroso em modelos in vitro de linhagem C6 de glioma de rato, e avaliar
se 0 acido ascorbico interfere nesta atividade farmacolégica. METODOS: As células C6 foram
cultivadas em condicdes estéreis, a 37° C em atmosfera com 5 % de CO. até atingirem
confluéncia. Foram feitas modulagdes especificas para cada etapa; para determinacdo da minima
concentracdo citotoxica do sulfato ferroso, a dilui¢do ocorreu entre 0,07 mM e 22 mM. Foi feito
teste de citotoxicidade do sulfato ferroso ap6s 24 h de tratamento através de teste de MTT. Para
determinar a minima concentragdo protetora da rutina foi feita diluicdo (entre 5 e 500 uM por 24
h), seguida de tratamento com sulfato ferroso (a 13 mM por 24 h), assim como teste de andlise da
protecdo de células pela rutina através de teste de MTT. Para verificar interferéncia do &cido
ascorbico foi feito experimento em que as células C6 foram pré-tratadas com rutina na minima
concentracédo protetora (5 UM por 24 h), sendo em seguida tratadas com sulfato ferroso (a 13,7
mM), variando-se a concentracdo de acido ascérbico (entre 6 e 300 uM por 24 h de tratamento)
através de teste de MTT. RESULTADOS: A mediana da minima concentracdo citotoxica do
sulfato ferroso para células C6 foi 0,7 mM (variacdo: 0,7 e 1,3 mM, n= 3) apo6s 24 h. A rutina
exibiu um efeito protetor parcial em testes de viabilidade celular. A mediana da minima
concentracdo protetora da rutina foi 5 pM (variagdo: 5 — 50 uM, n= 9) e preveniu uma
porcentagem significativa de morte celular induzida pelo sulfato ferroso a 13 mM apds 24 h. O
acido ascorbico ndo interferiu no efeito protetor da rutina. CONCLUSOES: A rutina tem acéo
citoprotetora frente aos danos oriundos do sulfato ferroso, em células C6, o0 &cido ascdrbico nao
apresentou interferéncia nessa protecao.

Palavras-chave: Ferro. Rutina. Biologia celular. Flavonoide. Acido ascorbico. Células C6.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Oxidative stress is related to aging and several neurodegenerative disorders.
Flavonoids, on the other hand, have an important action in biological systems, for example as
scavenging free radicals, acting as antioxidant agents, either alone or together with molecules
such as ascorbic acid. Flavonoids like rutin stand out for their antioxidant and cytoprotective
capacity, therefore, they are promising in this field. AIM: To investigate the protective effect of
the flavonoid rutin against the cytotoxicity of ferrous sulphate in in vitro models of the C6 strain
of rat glioma cells, and to assess whether ascorbic acid interferes with this pharmacological
activity. METHODS: C6 cells were cultured under sterile conditions at 37° C in an atmosphere
with 5 % CO; until reaching confluence. Specific modulations were made for each step; in order
to determine the minimum cytotoxic concentration of ferrous sulphate, the dilution occurred
between 0.07 mM and 22 mM. The ferrous sulphate cytotoxicity test was performed after 24 h of
treatment by using MTT. In order to determine the minimum protective concentration of rutin, a
dilution was made (between 5 and 500 uM for 24 h), followed by treatment with ferrous sulphate
(at 13 mM for 24 h), as well as an analysis test of the protection of rutin cells by the MTT test.
To verify interference from ascorbic acid, an experiment was carried out in which C6 cells were
pretreated with rutin at the minimum protective concentration (5 uM for 24 h), being then treated
with ferrous sulphate (at 13.7 mM), varying the concentration of ascorbic acid (between 6 - 300
UM for 24 h) using the MTT test. RESULTS: The minimum cytotoxic concentration of ferrous
sulphate for C6 cells was 0.7 mM (range: 0.7 and 1.3 mM n= 3) after 24 h. Rutin exhibited a
partial protective effect in cell viability tests. The median of the minimum protective
concentration of rutin was 5 pM (range: 5 — 50 puM, n= 9) and it prevented a significant
percentage of cell death induced by ferrous sulphate at 13 mM after 24 h. Ascorbic acid did not
interfere with the protective effect of rutin. CONCLUSIONS: Rutin has a cytoprotective action
against damages induced by ferrous sulphate, in C6 cells, ascorbic acid did not interfere in this
protection.

Keywords: Iron. Rutin. Cell biology. Flavonoid. Ascorbic acid. C6 cells.
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1 INTRODUCAO

Plantas medicinais sdo utilizadas desde os tempos pré-historicos. Suas aplicagdes tém o0s
primeiros registros em Nagpur (india), onde foi descoberta uma placa de argila da Suméria com
aproximadamente 5.000 anos de idade, que abrangia 12 receitas para a preparagdo de
medicamentos referentes a mais de 250 plantas distintas (KELLY, 2009).

Ao longo do processo evolutivo da humanidade, muitos povos passaram a dominar o
conhecimento do uso de plantas medicinais, buscando solucdes para os males que lhes afligiam
em cascas, sementes, corpos de frutas, raizes, e partes aéreas das plantas. A cada século as
propriedades curativas de certas plantas medicinais eram identificadas, anotadas e transmitidas as
geracOes sucessivas (PETROVSKA, 2012). Com o decorrer do tempo a ciéncia contemporanea
reconheceu a importancia dos saberes populares e vem concedendo cada vez mais atencdo a uma
variedade de compostos com origem vegetal, conhecidos pelas civilizagdes antigas e utilizados ao
longo dos milénios.

A OMS (1998) definiu planta medicinal como sendo "todo e qualquer vegetal que possui,
em um ou mais 0rgdos, substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam
precursores de farmacos semissintéticos”. As industrias farmacéuticas foram amplamente
beneficiadas pelos conhecimentos populares sobre o uso medicinal das plantas e diversos
medicamentos atuais sdo originarios do reino vegetal.

Dentre os metabolitos secundarios de origem vegetal investigados na atualidade para fins
medicinais, estdo os flavonoides que sdo qualitativa e quantitativamente um dos maiores grupos
de produtos naturais conhecidos (HAVSTEEN, 2002) e se destacam por sua relevancia quanto a
atividade bioldgica. Estes se encontram amplamente distribuidos, mas sua maior concentracao

esta no grupo das angiospermas (SIMOES et al., 2001).

1.1 OS ANTIOXIDANTES EXOGENOS - ESTRUTURA, CLASSIFICACAO E
BIOATIVIDADE

Antioxidantes sdo substancias (que podem ser vitaminas, minerais, compostos vegetais,
enzimas originadas das reacGes metabolicas ou fatores exogenos), que minimizam, retardam e
inibem o efeito lesivo dos radicais livres ao organismo. O equilibrio antioxidante depende dessas

substancias endogenas e exdgenas (OU et al.,, 2002). Dentre os antioxidantes exdgenos o0s
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flavonoides se destacam por suas caracteristicas e por serem amplamente encontrados em uma
diversa variedade de alimentos de origem vegetal, como frutas, verduras, sementes e folhas. S&o
responsaveis por uma grande parcela do sabor, aroma e coloracdo de diversos vegetais, sendo
incluidos de maneira bem significativa na dieta humana (GILBERT; COOKE, 2001). Tais
aspectos justificam a sua denominagdo flavonoides, derivada do vocabulo inglés flavor (que
significa sabor).

Existe uma dificuldade em considerar com exatiddo a ingestdo de flavonoides entre
diferentes populacdes e paises. A média de consumo de flavonoides pelo brasileiro € de 74,4 mg
por dia (ARABBI; GENOVESE; LAJOLO, 2004). A maior ingestdo mundial registrada é no Ira,
acompanhado pelo Reino Unido (com um consumo maior que 1000 mg por dia). A menor
ingestdo é no Brasil e no México (com menos de 150 mg diarios). As populacGes que mais
consomem flavonoides totais na dieta sdo aquelas com alto consumo de cha, principalmente cha
preto (ESCOBAR-CEVOLI et al., 2017).

O primeiro relato de atividade biologica foi realizado na década de 1930 pelos
pesquisadores Rusznyak e Szent-Gygyi (1936), que descreveram a capacidade de reparo da
resisténcia capilar com a utilizacdo de flavonoides. Foi proposta entdo a classificagdo como
Vitamina P (posteriormente descobriu-se que este composto era o flavonoide rutina). Essa
nomenclatura se mostrou imprépria e foi abandonada, haja vista que em 1950 a Federacdo das
Sociedades Americanas de Biologia Experimental recomendou descontinuacdo do termo, pois 0s
flavonoides ndo se enquadram na definicdo classica de vitaminas (ndo sdo nutrientes
indispensaveis que induzem a sindromes de deficiéncia que se resolvem com a administracdo de
doses da substancia em questéo) (VICKERY et al., 1950).

E importante ressaltar que flavonoides estdo sendo extensivamente estudados porque
exibem uma grande acdo sobre os sistemas biologicos: destacam-se atividade anti-inflamatdria,
antineoplasica, anti-hepatotoxica e anti-hipertensiva, apresentam a capacidade de induzir
diferenciacdo celular e ainda algumas propriedades antioxidantes, como eliminacdo de radicais
livres (RL) (PELZER et al., 1998).

O preparo dos alimentos para consumo pode, eventualmente, resultar em perdas parciais
destes compostos, variando de acordo com o tipo de alimento e o tipo de preparo empregado.
Todavia, os flavonoides sdo compostos relativamente estaveis, pois resistem a oxidacgéo, altas
temperaturas e moderadas variacoes de acidez (PETERSON; DWYER, 1998).
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Os flavonoides impressionam mais pela grande variedade do que pela complexidade
estrutural. Eles tém uma estrutura comum que consiste em dois anéis aromaticos (A e B) ligados
por trés atomos de carbono que formam um heterociclo oxigenado (C) e podem ser divididos em
pelo menos nove subclasses em funcdo do heterociclo envolvido (ASENSI; ORTEGA; MENA,;
FEDDI et al., 2011), a estrutura geral pode ser observada na figura 1:

Figura 1- Estrutura geral dos flavonoides.
Fonte: < encurtador.com.br/dhrHO> Acesso em 29/05/2019.

Vaérios padrdes de glicosilagdo aumentam ainda mais 0 nimero possivel dos flavonoides.
Nas células vegetais, os flavonoides ocorrem como agliconas e glicosideos, principalmente como
glicosideos (0 que promove uma melhor absorg¢do), refletindo um possivel objetivo de aumentar
sua solubilidade em &gua, especificando sua localizacdo sub-celular e diminuindo sua propensédo
a interagir com macromoléculas (PASSAMONTI et al., 2009).

Os tipos diferentes de flavonoides podem ser classificados segundo o grau de oxidagédo do
segmento central. Em ordem crescente (menor para a maior oxidagéo), os flavonoides podem ser
nomeados catequinas, chalconas, isoflavonas, flanan-3,4-didis, flavonas, auronas, flavonois e
antocianinas (HAVSTEEN, 2002; RUIZ-RODRIGUEZ et al. 2008). As atividades bioguimicas
dos flavonoides e de seus metabolitos dependem de sua estrutura quimica, que podem variar com
substituicdes incluindo hidrogenacdo, hidroxilagdes, metilacdes, malonilagbes, sulfatacdes e
glicosilagdes (MACHADO et al. 2008).

Os flavonois sdo os compostos fendlicos mais abundantes em alimentos, sendo as

principais classes: quercetina, rutina, caempferol, isohamnetina e miricetina  (RUIZ-
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RODRIGUEZ et al. 2008). Dentre estes, a 3,3°,4’,5,7-pentahidroxiflavona-3-rutinosideo (rutina)
é um flavonol glicosidico importante que pode ser encontrado no fruto do faveiro (na figura 2:
Dimorphandra mollis Benth., uma espécie brasileira), em vinho, frutas, chocolates e chas
(BECHO et al., 2009).

Figura 2 - Dimorphandra mollis Benth
Fonte: < encurtador.com.br/kmngqO > e < encurtador.com.br/auJWO0 >,
adaptadas em uma s6 imagem. Acesso em 25/10/2019

A rutina apresenta um dissacarideo (ramnose + glicose) ligado a posicao 3 do anel pirano
e um peso molecular de 610.53 g/mol. A porcdo glicosidica aumenta a hidrofilicidade da
molécula, o que reduz a possibilidade de transporte passivo através da barreira hematoencefalica
(BHE). Isso leva a teoria de que os flavonoides sdo absorvidos pelo transporte ativo e
ultrapassam a BHE (CAZAROLLLI, et al., 2008) (YOUDIM et al., 2004). A estrutura quimica da
rutina pode ser visualizada na figura 3:
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Figura 3 - Estrutura quimica da rutina (C27H30016)
Fonte: <encurtador.com.br/tz125>. Acesso em 29/05/2019

Sdo diversos os atributos de interesse farmacoldgico da rutina, dentre estes, estdo
descritos na literatura: capacidade antioxidante, anticarcinogénica, citoprotetora, anti-plaquetaria,
antitrombdtica e vasoprotetora (KATSUBE et al., 2006). Além da associacdo com melhora da
resisténcia e permeabilidade dos vasos capilares, sequestro e inibigdo de processos de formacao
de RL em vérias etapas, inibindo peroxidacdo lipidica (YANG; GUO; YUAN, 2008) confere um
potencial neurofarmacoldgico promissor, em decorréncia da sua acdo direta sobre as células do
sistema nervoso.

Embora a maioria dos beneficios fisiol6gicos dos flavonoides seja atribuida a seus efeitos
sequestradores de RL, seu mecanismo de acdo pode se estender além dessas propriedades. A alta
capacidade de resposta dos astrocitos a varios flavonoides suporta a hipotese de que essas células
possam ser mediadoras de suas acdes no cérebro maduro (NONES; NONES, 2010).

Abrangentes séo os efeitos benéficos dos flavonoides em relacdo a saide (HALLIWELL
et al., 1995), podendo apresentar potencial para uso no tratamento ou prevencdo de distarbios
neurodegenerativos. Como consequéncia de sua capacidade de inibir a peroxidacdo lipidica e
eliminar os RL, € possivel que os flavonoides apresentem uma acao protetora neuronal.

Embora as dificuldades para que a rutina atravesse a BHE devido a sua baixa
lipofilicidade sejam mencionadas na literatura (DAJAS et al., 2015), os mecanismos de
transporte dos flavonoides através desta tém sido estudados e demonstraram capacidade em

permear a BHE através da quantificagdo destas substancias no SNC.
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A BHE apresenta seletividade em relacdo a passagem de moléculas polares e também de
moléculas grandes (YOUDIM, SHUKITT-HALE, JOSEPH, 2004), mas a quercetina (molécula
aglicona da qual a rutina deriva) pode ser captada por culturas celulares que mimetizaram a BHE,
in vitro, e encontrada em todas as regides cerebrais analisadas ap6s perfuséo in situ (DOVICHI,
LAJOLO, 2011). A rutina € mais estavel do que a quercetina na presenca de baixas concentracdes
alcalinas. Em solug6es acidas, rutina € hidrolisada em quercetina, que é relativamente estavel sob
estas condicbes (KHALIFA; MUHTADI; HASSAN, 1983). Ja foi registrada também a presenca
de catequinas, antocianidinas, naringeninas, hesperetina, rutina, dentre outros flavonoides no
encéfalo de roedores os quais ingeriram oralmente as substancias em questdo (YOUDIM et al.,
2003; 2004).

Algumas moléculas podem possuir mais doadores de ligacdes de hidrogénio (o que tem
influéncia em um maior peso molecular), dificultando a passagem através da BHE, pois restringe
a capacidade de difusdo passiva através de uma barreira hidrofobica, isso sugere a necessidade de
um transportador especifico (ZAMEK-GLISZCZYNSKI, et al., 2006). Existe uma preferéncia
estereoespecifica por algumas moléculas que facilitam transporte através da BHE; contudo, estes
tém sido pouco estudados (VELASQUEZ-JIMENEZ, et al., 2021).

Por si proprios ou por clivagem em tecidos, os flavonoides colaboram para a capacidade
geral de redugdo, como agentes antioxidantes, podendo agir em conjunto com outras moléculas,
como o &cido ascorbico ou o tocoferol. As acdes de eliminacdo e quelacdo nas células cooperam
para o perfil redutor. A acdo sobre glutation (GSH) e a formacéo de conjugados flavonoides-GSH
mantém o status redox em um nivel estavel. Existe também uma modulacdo do estado de
fosforilagdo de componentes das cascatas de sinalizagdo intracelular o que faz com que os
flavonoides sejam destaque antioxidante em desequilibrios oxidativos (DAJAS, 2005).

A vitamina C (estrutura quimica demonstrada na figura 4), identificada quimicamente
como acido ascorbico (AA) é um nutriente hidrossollvel essencial na dieta humana e que se faz
presente em diversas funcdes biologicas. Trata-se de um composto de seis carbonos, semelhante a

glicose, que contém dois grupos acidionizantes (BALLAZ; REBEC, 2019).
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Figura 4 - Estrutura quimica do acido ascorbico (CgHgOs)
Fonte: < encurtador.com.br/fAGQS>. Acesso em 02/11/2021

Sabe-se que a privacdo prolongada de AA pode ocasionar uma patologia letal denominada
escorbuto, caracterizada por inchago, sangramento nas gengivas e abertura de feridas que
dificilmente cicatrizam (WOODRUFF, 1975). Isso pode ser evitado pelo consumo diério de 10
mg de AA, embora doses mais elevadas sejam indicadas para manutencdo de uma vida mais
saudavel (PAULING, 1970).

As plantas e a maioria dos animais sintetizam ascorbato a partir da glicose. Porém, é
considerado uma vitamina porque os humanos (além de outros vertebrados) perderam a
capacidade de sintetiza-la através da enzima L-gulono-1,4-lactona oxidase, responsével pela
ultima etapa na biossintese de AA (CHATTERJEE et al. 1960). Tendo em vista que a via
enddgena de sintese é fonte de espécies reativas de oxigénio (EROs); do ponto de vista evolutivo,
podemos inferir que a perda da capacidade de sintetizar cido ascérbico é favoravel e econémica,
considerando que a dieta é capaz de suprir deficiéncias enddgenas (ARRIGONI; DE TULLIO,
2002).

O AA é cofator de enzimas que participam da hidroxilacdo pés-traducao do colageno, na
biossintese de carnitina, na conversdo de dopamina a norepinefrina, na amidacédo peptidica e no
metabolismo da tirosina. Apresenta consideravel relevancia na absorcdo do ferro, haja vista que
reduz a forma férrica (Fe3*) a ferrosa (Fe?"), possibilitando a absorgdo do ferro ndo-heme no trato
gastrointestinal (LOUREIRO; DI MASCIO; MEDEIROS, 2002; KAGAN, et al. 1990;
HALLIWELL, 2001).

O AA atua fornecendo elétrons para reacdes enzimaticas cruciais nas células como um
antioxidante primario capaz de eliminar os radicais gerados nas células ou no plasma. A principal
funcdo antioxidante de AA esta associada a eliminagdo direta de espécies reativas de oxigénio

(EROs) antes que possam danificar o DNA, proteinas ou lipidios (MAY, 2012); mas também
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funciona reciclando outros antioxidantes (como por exemplo, regenerando o a-tocoferol e
contribuindo para a homeostase) (TRABER, 2007).

A absorcdo de AA ocorre no trato gastrointestinal e os niveis plasmaticos se mantém
associados a uma dieta rica em frutas e legumes ou adequada suplementacdo prolongada (SZETO
et al.,, 2004; CHOI et al., 2004). Depois de distribuida por todo o corpo, pode atingir a
concentracdo mais alta no cérebro (SMYTHIES, 1996). A concentracdo de AA no liquido
cefalorraquidiano chega a ser entre duas a quatro vezes maior do que no plasma sanguineo, sendo
que em todo o cérebro é possivel detectar entre 1 a 2 mM, enquanto as concentracdes neuronais
intracelulares sdo até maiores (atingindo até 10 mM) (RICE, 2000; QUINN et al., 2003).
Inesperadamente, o cérebro mantém niveis elevados de AA, mesmo em casos de caréncia nos
tecidos periféricos (RICE, 2000; LYKKESFELDT et al., 2007).

No sistema nervoso central (SNC), podem ser identificadas altas concentracbes de AA
durante os processos intracelulares e extracelulares de remocdo de EROs, interferindo em
diversos mecanismos fisiopatoldgicos (AGUS et al., 1997).

Dentre as caracteristicas gerais de AA, 0 que mais desperta atencdo cientifica é a sua
necessidade no cérebro e no SNC, além de sua capacidade de reduzir a maioria das EROs e
espécies reativas de nitrogénio (ERN) fisiologicamente relevantes. O AA se faz presente em
diversos processos neuronais como amidacdo de peptideos, mielinizacdo e sintese de
catecolaminas (MAY, 2012). Funciona também como um neuromodulador da transmissao
glutamatérgica no SNC, contribuindo para a reducdo da excitotoxicidade mediada pelo glutamato
nas terminacdes nervosas (JOPE; MORRISETT; SNEAD, 1986).

A oxidacdo do AA por perda de um elétron ou por dois elétrons tem como produtos,
respectivamente, o radical ascorbil (que devido a uma estabilizagdo molecular, ndo é muito
reativo em comparacdo com outros RL) e o acido desidroascérbico ou dehidroascorbato (DHA)
(DU; CULLEN; BUETTNER, 2012). Isso evidencia a capacidade redutora do acido ascorbico
em eliminar espécies altamente reativas e formar um radical de reatividade baixa (MONSEN,
2000).

Paradoxalmente, mesmo com a eficacia antioxidante demonstrada, o AA pode atuar como
pré-oxidante in vitro, em solucdes oxidativas de ferro com AA por exemplo, que sdo utilizadas

em estudos para induzir dano oxidativo em lipidios, proteinas e DNA através da reacao de Fenton


https://www.scielo.br/j/qn/a/kfyy9jLLLfM3KjYYqc5Kc4P/?lang=pt
https://www.scielo.br/j/qn/a/kfyy9jLLLfM3KjYYqc5Kc4P/?lang=pt
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(HALLIWELL et al., 2015). Reacdo esta, que é potencializada na presenca do AA, aumentando
assim a capacidade de reduzir os metais de transicao.

Estudos em humanos se apresentam contraditérios, uma vez que alguns relacionam
suplementacdo com AA e lesbes oxidativas em DNA (em bases nitrogenadas e quebra de fita),
nos quais foi verificado tanto diminui¢cdo (GREEN et al., 1994), quanto aumento (PODMORE et
al., 1998). Mas apesar dessas informacdes discrepantes o AA é bem estabelecido como
antioxidante, tendo em vista as doses recomendadas a serem ingeridas atraves da alimentacao.
Além da atuacdo como captadores de RL, estudos em cultura de células informam que o AA pode
alterar a expressdo de genes envolvidos na resposta inflamatéria (BERNOTTI et al., 2003),
apoptose (CATANI et al., 2002) e diferenciagio celular (ALCAIN, BURON, 1994).

As taxas mais elevadas de AA no cérebro se encontram em determinadas areas do cérebro
como o hipocampo, o cortex occipital e frontal. Em contrapartida, a deficiéncia de AA pode levar
a anormalidades cerebrais, a exemplo de uma diminui¢do de 10-15% do volume do hipocampo e
dificuldades de aprendizagem e memoria (RICE, 2000; LYKKESFELDT et al., 2007). Um
suprimento adequado de AA pode estar relacionado ao atraso no inicio da neurodegeneracéo,
uma vez que a capacidade redox do AA pode atuar prevenindo o estresse oxidativo resultante do
envelhecimento.

Os medicamentos fitoterapicos sao uma estratégia terapéutica particularmente interessante
para muitas doencas da atualidade, em especial 0s transtornos psiquiatricos e neurolégicos, por
receio da populacdo com os efeitos colaterais envolvidos e insatisfacdo com tratamentos
convencionais ou até mesmo congruéncia com valores e crencas filos6ficas (AKHONDZADEH,
2007). O envelhecimento da populacdo global tem contribuido para que a comunidade cientifica
busque cada vez mais por novos compostos que possuam efeitos modulatdrios e atuem reduzindo

ou prevenindo processos de neurodegeneracao, estresse oxidativo e neuroinflamacéo.

1.2 O ENVELHECIMENTO DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL E AS DOENCAS
NEURODEGENERATIVAS

De todos os sistemas, 0 cérebro humano compde o sistema bioldgico mais complexo.
Ramon y Cajal o classificou como “obra prima da vida”. O sistema nervoso ¢ responsavel por
controlar a¢des voluntérias e involuntarias do corpo humano, todas as funcgdes sensoriais, funcdes

motoras e integradoras, sendo assim de suma importancia (LOW, 1993).
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Formado por cerca de 300 bilhdes de células, as duas classes principais sdo 0s neurdnios e
as células neurogliais. O neurdnio é a principal unidade de comunicacdo dentro do sistema
nervoso, suportado por células gliais, que desempenham diversas funcbes essenciais como
controlar nutricdo, atividade funcional e a morte dos circuitos neuronais (VERKHRATSKY;
BUTT, 2007).

As doengas neuroldgicas podem ser diretas (por uma doenca priméria do sistema
nervoso), ou indiretas (decorrentes de outros processos de adoecimento). Mas muitas vezes estao
relacionadas com o envelhecimento do cérebro e consequente declinio cognitivo. O ritmo de
envelhecimento da populagdo vem aumentando gradativamente em comparagdo com 0S anos
anteriores, segundo a ONU; estima-se que entre 2015 e 2050 a propor¢do da populagdo mundial
com mais de 60 anos passara de 12% para 22%. A Assembleia Geral das Nac¢Ges Unidas declarou
2021-2030 a Década do Envelhecimento Saudavel e pediu a OMS para liderar a implementacéo,
com diversas a¢des com o intuito de promover vidas mais longas e saudaveis (ONU, 2021).

De acordo com o Instituto de Geografia e Estatistica no ano de 2021 a porcentagem de
idosos no Brasil com mais de 65 anos foi de 10,15%, a projecdo para o0 ano de 2058 chega a
24,85% (IBGE, 2021), evidenciando ainda mais uma necessidade de atencdo ao estudo das
doencas inerentes aos processos envolvidos desta populacdo. O envelhecimento é um fenémeno
natural dos seres vivos e envolve um acimulo de danos em diversos 6rgéos e tecidos, inclusive
celular e molecular. Sao diversas as condi¢cdes de salde associadas ao envelhecimento e estas
geram declinio das funcBes fisicas e mentais (AVERSI-FERREIRA; RODRIGUES; PAIVA,
2008)

A velhice saudavel, envolve aspectos multifatoriais como bons habitos alimentares,
atividades fisicas regulares, conexdes psicossociais significativas e alta tolerancia ao estresse
diario. O cérebro enfrenta, naturalmente, modificacdes morfoldgicas e funcionais que interferem
nas arvores dendriticas e sinapses, nas formas de neurotransmissdo, circulacéo e metabolismo que
se refletem na alteracdo dos sistemas motor e sensorial, assim como sono, memdria e
aprendizagem (TIMIRAS, 2003). Porém, inevitavelmente, com o aumento da media de
expectativa de vida da populagdo, € mais comum também o aparecimento de doengas
neurodegenerativas, 0 que torna imprescindivel a busca por maior compreensdo sobre o sistema

nervoso e seu funcionamento tanto fisioldgico quanto patoldgico.
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Dentre 0os mecanismos mais estudados sobre o envelhecimento, o estresse oxidativo é a
explicacdo mais convincente para varios distdrbios neurodegenerativos (FUKUGAWA, 1999).
Formulada pela primeira vez por Harman (1956), a teoria do envelhecimento pelos radicais livres
(RL) considera que o dano oxidativo que ocorre em acidos nucleicos, lipidios, proteinas ou
carboidratos € devido a um deshbalanceamento entre a producdo de oxigénio reativo em
detrimento da velocidade da capacidade de desintoxicacdo do organismo através de mecanismos
ageis para reparacdo de danos, o que torna este desequilibrio um risco para células e tecidos
(HARMAN, 1956).

A teoria de Harman indicava que o envelhecimento poderia ser secundario ao estresse
oxidativo e que desencadearia alteracfes lentas e progressivas dos Orgdos, além do cddigo
genético. Mas deveriamos considerar o envelhecimento como causa ou consequéncia destas
doencas? Talvez o processo ocorra concomitantemente (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Os RL sdo moléculas ou fragmentos moleculares que possuem elétrons desemparelhados,
0 que lhes confere reatividade (HALLIWELL, 1987). Os mais importantes radicais formados nas
células de organismos aerdbios sdo EROs. Surgem através de processos metabdlicos ou em
decorréncia da "ativacdo™ do oxigénio por irradiacédo fisica. Alteraces no estado redox esperado
das células desencadeiam efeitos toxicos que destroem componentes celulares (JOMOVA et al.,
2010). E importante ressaltar que nem todas EROs sdo RL e nem todo RL é EROs, mas ambos,
RL e EROs, participam de processos fisiopatoldgicos redox do corpo humano (VELLOSA et al.,
2021).

O oxigénio singlete (*02), o peroxinitrito (ONOO), o acido hipocloroso (HOCI), o
peroxido de hidrogénio (H20-), e 0 0zbnio (O3) sdo considerados como espécies reativas, em
decorréncia das suas propriedades, embora ndo sejam RL (PORTER, 1984; BENZIE, 1996;
PATEL et al., 1999). Dentre as EROs estdo incluidos os radicais do oxigénio, como por exemplo
o radical hidroxil (HO"), anion radical superoxido (O2), radical alquil (L), alcoxil (LO"), e
peroxil (LOO") (BARBER; BERNHEIM, 1967; CHANGE, SIES, BOVERIS, 1979). J4 entre as
ERN estdo incluidos além do ONOO", o 6xido nitrico ('NO) e o radical dioxido de nitrogénio
(‘NO>) (EISERICH, PATEL, O’'DONNELL, 1998; HOGG, KALYANARAMAN, 1999).

A producdo de RL, em proporcGes adequadas, estd associada a geracdo de ATP (energia),
ativacdo de genes, por meio da cadeia transportadora de elétrons, fertilizacdo do ovulo,

participacdo em mecanismos de defesa durante processo de infeccdo ou em outros processos
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metabdlicos necessarios para o funcionamento do organismo (BARBOSA et al., 2010). Uma
infinidade de eventos pode desencadear ou aumentar a geracdo de RL a longo prazo. O
surgimento exacerbado dos RL pode ser influenciado por uma ativacdo de fagocitos, alteragédo
da transferéncia normal de elétrons na cadeia respiratdria, concentracdo acentuada de
jons de transicdo metalicos em doencas metabolicas ou prejuizos e reducdo da protecdo
antioxidante (FILIPPIN et al., 2008). A geracdo dos RL pode acontecer de maneira endégena
através de NADPH oxidase, peroxissomos, citocromo p-450, xantina oxidase, metabolismo
mitocondrial, na inflamacéo, no processo de isquemia e até mesmo na pratica de exercicios
fisicos (FILIPPIN et al., 2008). Fatores externos como solventes e substancias toxicas, pesticidas,
poluicdo em geral, contato com radiagdo, medicamentos também podem exercer influéncia sobre
os niveis desses RL (VELLOSA et al., 2021).

Entretanto, a producdo demasiada pode levar a danos mais preocupantes, conduzindo a
oxidagdo de biomoléculas (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). A interacdo entre os RL e os
acidos graxos poli-insaturados (AGPI) das membranas celulares e lipoproteinas faz com que estes
radicais atuem como iniciadores de um processo em cadeia denominado peroxidacéo lipidica ou
lipoperoxidacdo (LPO), um evidente indicador do estresse oxidativo celular (LIMA; ABDALLA,
2001). E necessario enfatizar que deve ser considerada a natureza dindmica dos processos, haja
vista que todos os organismos aerdbicos vivenciam 0s processos de estresse oxidativo uma vez
que os subprodutos de EROs s@o produzidos majoritariamente durante o metabolismo do
oxigénio (FLOYD, 1999).

Para manter a homeostase, 0s organismos aerobicos metabolizam 85% a 90% do oxigénio
(O2) consumido na mitocondria em condicdes fisioldgicas, por meio da cadeia transportadora de
elétrons. Os restantes 10% a 15% séo utilizados por enzimas oxidases e oxigenases e também
através de reacdes de oxidacdo direta (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

O cérebro utiliza quase exclusivamente glicose como fonte de energia e isso
possivelmente explica por que consome niveis muito altos de oxigénio. Sabe-se que a maior parte
(cerca de 95-98%) das EROs produzidas durante o metabolismo aerébio vem de subprodutos da
cadeia de transporte de elétrons da mitocondria (HENSLEY et al., 1999). E amplamente aceito
gue os niveis de estresse oxidativo aumentam no cérebro durante o envelhecimento, o que torna a

idade um fator de risco para vérias doencas.
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Existem antioxidantes endogenos, dentre os quais se destacam a catalase, superoxido
dismutase (SOD), glutation peroxidase, glutation redutase (GR), além de outros compostos
encontrados no plasma sanguineo como por exemplo transferrina, acido drico, acido lipoico,
albumina, hemopexina transferrina, ubiquinona, ceruloplasmina terem a capacidade de dar
assisténcia antioxidante. Por outro lado, existe uma variada gama de antioxidantes exdgenos.
Dentre estes, destacam-se a Vitamina E, os carotenoides, os polifendis e a vitamina C (AA)
(PIETTA, 2000, SHAHIDI, HO, 2007).

Sabe-se que o sistema nervoso € particularmente suscetivel aos efeitos deletérios das
EROs. Em primeiro lugar, o cérebro contém altas concentracBes de AGPI que sdo altamente
suscetiveis a peroxidacao lipidica. Utiliza, em comparacdo com outros tecidos, uma quantidade
bem maior de oxigénio com a finalidade de produzir energia (cerca de 20% da quantidade total
do consumo de O. do organismo em humanos). Além disso, tem um alto teor de Fe e AA (que
sdo os principais ingredientes para causar a peroxidacdo de lipidios da membrana) (FLOYD,
1999); porém o topico mais relevante a ser mencionado é que o cérebro € relativamente deficiente
em sistemas antioxidantes e possui menor atividade de glutation peroxidase (GPx) e catalase
(CAT) se comparado com outros 6rgdos, o que aumenta sua predisposi¢do natural ao dano
oxidativo (KEDAR, 2003). E possivel visualizar na figura 5 um esquema demonstrativo de
desequilibrio do sistema antioxidante:

Potencial de dano oxidativo
* Alto consumo de oxigénio e

Capacidade antioxidante
Catalase

glicose Superoxido dismutase
1 Produgdo de EROS Glutation peroxidase
Rico em AGPI Glutation

Areas ricas em ferro/ascorbato
Fontes exogenas

Vitaminas A, C, E
Flavonoides

Figura 5 - Desequilibrio do sistema antioxidante.
Fonte: Elaborado pela autora a partir de imagens disponiveis em <encurtador.com.br/hikwl> e

<encurtador.com.br/chkmC>, editadas e adaptadas em uma s6 imagem. Acesso em 25/10/2019
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Os ions ferro e cobre sdo muito ativos em reacfes de dxido-reducdo. Dessa forma, séo
considerados potentes catalisadores das reacdes de geracdo de RL. Uma das maneiras de graduar
0s niveis aumentados de estresse oxidativo no cérebro é através do aumento do contetdo de ferro
na regido, substancia capaz de estimular formacdo de RL via reacdo de Fenton, por exemplo
(H202 em presenca de metais como ion ferroso (Fe.+) pode ser convertido ao radical hidroxil
'OH) (BUSH; CURTAIN, 2008).

A participacdo do ferro ocorre também na reacdo de Haber-Weiss, na qual estes ions
catalisam a reacédo entre o H>O; e o radical O, gerando "OH (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).
O cobre também pode atuar desta maneira nas reacfes, porém o metal pesado mais abundante no
organismo e que estd biologicamente mais capacitado para catalisar as reaces de oxidacdo de
biomoléculas é o ferro (AUST; MILLER, 1991).

O radical "OH possui alto potencial reativo devido a sua alta instabilidade, o que o
caracteriza como principal iniciador do processo de peroxidacao lipidica; contra o qual ndo ha
sistema enzimatico de defesa (BARBOSA et al., 2010). Esta relacdo entre as alteracBes
neuroldgicas e 0 aumento do estresse oxidativo ocorre considerando-se que cadeias laterais das
proteinas sdo modificadas diretamente por EROs, ou através de produtos da peroxidacdo lipidica
(JOMOVA et al., 2010). A cronicidade do processo em questdo tem relevantes implicagdes sobre
a etiologia de enfermidades crbnicas ndo transmissiveis, entre elas aterosclerose, diabetes,
obesidade, transtornos neurodegenerativos e cancer (GREEN; BRAND; MURPHY, 2004).

A oxidacdo ao DNA ocorre o tempo todo, acarretando diversos danos, inclusive muitas
bases danificadas e quebras de fita (FLOYD; HENSLEY, 2002). Os mecanismos moleculares
envolvidos em todas as mudancas cerebrais acometidas no decorrer do envelhecimento ainda néo
foram completamente elucidados, porém evidéncias crescentes, implicam no aumento da
suscetibilidade aos efeitos de longo prazo do estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial e
acometimentos inflamatorios como os fatores mais relevantes (CUTLER; RODRIGUEZ, 2003).

Os efeitos deletérios do oxigénio sobre componentes bioldgicos se tornaram objetos de
grande relevancia para investigacdo cientifica no decorrer dos ultimos anos (HALLIWELL,
2000). Ainda néo existe consenso na literatura se o estresse oxidativo é o evento inicial primario
associado a neurodegeneracdo ou um efeito secundario relacionado a outras vias patologicas

(ANDERSEN, 2004), porém cada vez mais evidéncias implicam que é uma circunstancia
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indelevelmente envolvida na propagacdo de lesdo celular, o que acarreta diferentes danos
evidenciados em doencas neurodegenerativas (EMERIT; EDEAS; BRICAIRE, 2004).

1.3 CULTURA DE CELULAS DE GLIOMA COMO MODELO DE ESTUDO

Os modelos de estudos de células sdo essenciais para a pesquisa por permitirem o estudo
in vitro da viabilidade celular em um ambiente isolado. S&o utilizadas em experimentos
preliminares, antecedendo testes in vivo, apresentam vantagens por serem de facil manuseio,
baixo custo, seguro, de répido crescimento e podem proporcionar estimada equivaléncia aos
resultados em estudo de modelo animal; levando em consideracdo o aspecto ético, pois nao se faz
necessario o sacrificio de animais, como no uso de culturas primarias.

A linhagem C6 é uma linhagem celular glial ainda indiferenciada com potencial para
expressar propriedades de astrécitos (BISSELL et al., 1974). Foi identificada e desenvolvida pela
primeira vez a partir de um tumor induzido por N-nitrosometilureia em ratos e tornou-se um
modelo conveniente para o estudo da composicéo e fungdo da glia (BENDA et al., 1968).

Embora a linhagem de células descrita seja mais utilizada em pesquisas de glioblastoma
(para testar uma ampla diversidade de agentes quanto a sua atividade tumoricida), esta oferece
também uma ampla variedade de possibilidades em estudos terapéuticos. Dentre estes, estudos de
padrBes invasivos, de crescimento, modelos angiogénicos e imunolédgicos e uma infinidade de
alvos moleculares e genéticos para novos agentes farmacologicos (GIAKOUMETTIS; KRITIS;
FOROGLOU, 2018).
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2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Tendo em vista a explanacdo sobre a literatura e pesquisas preliminares acerca do efeito
neuroprotetor da rutina e considerando o envelhecimento da populagdo mundial, a hipotese desse
trabalho é que o flavonoide rutina tem acédo citoprotetora frente ao dano oxidativo oriundo do
sulfato ferroso, em culturas de células C6. Pode-se conjecturar também que o AA influencia essa

protecao.
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2.1 OBJETIVOS

2.1.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo geral investigar o efeito protetor do flavonoide rutina
contra a citotoxicidade do sulfato ferroso em modelos in vitro de linhagem C6 de glioma de rato

bem como avaliar se o acido ascérbico interfere nesta atividade farmacolégica.

2.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a minima concentracdo citotoxica do sulfato ferroso em cultura de células C6;

e ldentificar a minima concentracdo protetora da rutina, capaz de prevenir uma
porcentagem significativa de morte celular induzida pelo sulfato ferroso;

e Avaliar se 0 AA interfere na acdo da rutina e verificar se aumenta uma possivel
capacidade antioxidante desta droga ou se existe uma associagdo do AA com o sulfato
ferroso, aumentando o dano oxidativo;

e Caracterizar a morfologia das células C6 na presenca de dano oxidativo induzido por

sulfato ferroso e na intera¢do com rutina e com rutina e AA.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 PRODUTOS QUIMICOS E REAGENTES

A Rutina foi adquirida na Merck/ Sigma- Aldrich (Rua Torre Eiffel, 100nG.2 Pq Rincéo
06705-481 Cotia-SP Brasil) e apresentava a maior pureza disponivel (95%). O meio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) foi adquirido de GIBCO Thermofisher e importado através
da TecLab, assim também como penicilina, estreptomicina, soro bovino fetal (SFB), tripsina-
EDTA, L-glutamina e piruvato de s6dio. O brometo de metiltiazolildifenil-tetrazolio (MTT) foi
importado da Thermofisher através da Life Technologies do Brasil Com. Ind. Prod. Biote. Ltda
(Av Portugal, 1100 Parte C 38 CEP 06696060 Itapevi SP). O duodecil sulfato de sodio (SDS), o
AA e o sulfato ferroso 7 H.O P.A.-A.C.S. foram adquiridos da marca: Synth, Av. Dr. Ulysses
Guimardes, N° 3857 - Vila Nogueira CEP 09990-080 - Diadema - SP.

3.2 CULTURA DE LINHAGEM C6 DE GLIOMA DE RATO

As células de glioma de rato C6 foram obtidas do Banco de Células do Laboratério de
Neuroquimica e Biologia Celular (LabNg), onde se mantém estocadas em 90% de Soro fetal
bovino (SFB) e 10% de Dimetilsulféxido ou Sulféxido de Dimetilo (DMSO) em nitrogénio
liguido. Quando necessario, as células foram descongeladas, centrifugadas e cultivadas a uma
densidade de 2,5 x 10° células/ cm? em condigBes estéreis, em meio DMEM suplementado com
L-(+)-glutamina (2mM), NaHCOs (44mM), 10 % (v/v) de SFB, penicilina (100 Ul/mL) e
estreptomicina (100 pg/mL), distribuidas em garrafas de 250 mL (Kasvi Tissue Culture Flasks
K11- 1250) e placas plasticas de 10 cm de diametro (Kasvi) (ambas especificas para cultivo
celular), incubadas em estufa com 5% de CO», a 37°C. O meio de cultivo foi trocado a cada 48

horas até a confluéncia, o subcultivo foi realizado com intervalo maximo até 18 passagens.


https://www.lojasynth.com/synth
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3.3 TRIPSINIZACAO, PLAQUEAMENTO E MODULACAO

Quando a placa atingiu a confluéncia, as células foram tripsinizadas. O meio de cultivo foi
sugado pela bomba de vacuo, a placa foi lavada trés vezes com 3 mL de solucdo salina de tampéo
fosfato de sédio (PBS), pH a 7,4, inserido 3 mL de tripsina (50 mg de tripsina em pd, 20 mg de
EDTA em 100 mL de PBS), Sigma — E.U.A. e mantida por trés minutos na estufa de cultivo a
temperatura de 37°C e atmosfera com 5% de CO.. Apds confirmagdo no microscopio invertido
do descolamento das células por acdo da tripsina, foi introduzido 3 mL de meio suplementado
com 10% de SFB com a finalidade de pausar a acdo da tripsina. O contetdo da placa foi entdo
transferido para o tubo Falcon de 15 mL e centrifugado a 3000 RPM em centrifuga com raio de
10 cm por 3 minutos. Apos isso, o sobrenadante foi descartado e foi colocado mais 3 mL do meio
de cultura no sedimento que restou no tubo. As células foram homogeneizadas com o pipetador
de 1000 pL.

Foi retirado, entdo, 10 pL da solucdo, transferidos para o microtubo Eppendorf de 500 pL
e adicionados mais 10 pL de azul tripan. A solucdo foi homogeneizada, e recolheu-se 10 uL e
inseriu-se em cada lado da camara de Neubauer para se efetuar a contagem das células.

Uma aliquota da solucdo foi transferida para placa Petri de 10 mL e complementada com
meio DMEM suplementado com SFB, de forma que uma aliquota de 100 pL contivesse 8,135 x
10® células. As células foram semeadas em placas com 96 pocos na densidade de 2,5 x 10°
células/ cm?. Um pogo com apenas meio de cultivo sem células foi utilizado como branco
priméario; a primeira linha de cada coluna também ndo recebeu células, mas recebeu todo
tratamento, para que fossem reduzidos os vieses no que tange interferéncia das substancias
utilizadas previamente com o MTT, consequentemente a analise ndo foi paramétrica, ja que cada
grupo experimental teve um n de 7 pocos.

Apds o plaqueamento as placas foram mantidas em estufa por 48 h e depois do tempo de
incubacéo e confirmacéo acerca da confluéncia das células, as placas foram encaminhadas para o
processo de modulagdo. O desenho de cada grupo de experimentos ocorreu segundo as seguintes
distribuicGes: Para a triplicata de sulfato ferroso ver figura 6, para triplicatas com pré-tratamento
de rutina e tratamento com sulfato ferroso ver figura 8, para triplicatas com pré-tratamento de

rutina e tratamento com sulfato ferroso e AA ver figura 10.
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3.3.1 SULFATO FERROSO

Os testes preliminares apontaram que concentrac@es do sulfato ferroso a partir de 22 mM
poderiam ser utilizadas para a finalidade proposta no experimento. Entdo foi feita modulacdo em
concentragfes variaveis para descobrir a minima concentracdo citotoxica (MCC). Um
experimento em triplicata foi realizado para avaliar a citotoxicidade do sulfato ferroso apds 24 h

de tratamento. O desenho das placas € especificado abaixo:

e Coluna 1: controle s6 com meio — pogo 1 vazio, os demais com meio + células;

e Coluna 2 a 12 - poco 1 sem células, mas com meio e sulfato ferroso, os demais receberam

meio + células + sulfato ferroso.

Primeira linha sem células
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@

o
[ 5]

m= O

-

Meio . " - - /

Puro

Figura 6 - Esquema representativo da modulacdo do sulfato ferroso com concentracGes finais para
cada coluna em desenho da placa de 96 pocos.
Fonte: Elaborado pela autora

Para diluicdo e fracionamento dos grupos experimentais a substancia em questdo foi
pesada de acordo com o experimental e a solugdo mée foi filtrada (Millipore 0,22 pum, Merck).
Apos a administracdo das diferentes concentracdes em cada coluna do grupo experimental as

células foram incubadas por 24 h a 37 °C e atmosfera de CO2 a 5 %. Apds o tempo de incubacao
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de 24 h as células foram encaminhadas a cabine de fluxo laminar para a realizacdo do teste com
MTT. A Figura 7 ilustra a ordem sequencial dos procedimentos realizados:

Repicagem e
Manutencdo

CelulasC6é [ Lancamento ===

Modulagdo Analise da

Plagueamento [geed . . i
Triplicatas Ferro microscopia

MTT
(Viabilidade
celular)

Analises

estatisticas Resultados

Figura 7 - Esquema representativo das etapas percorridas para obtencdo dos resultados dos testes de
viabilidade celular da triplicata de C6 com sulfato ferroso.
Fonte: Elaborado pela autora

3.3.2 PRE-TRATAMENTO COM RUTINA SEGUIDO DE TRATAMENTO COM
SULFATO FERROSO

Os testes preliminares apontaram que concentra¢6es de Rutina poderiam ser feitas a partir
de 500 uM; entdo, apds as células entrarem em confluéncia, foi feito pré-tratamento com rutina
por 24 h variando-se a concentracdo, seguido de tratamento com sulfato ferroso a 13 mM por
mais 24 h, para encontrar a menor concentracdo da rutina com efeito protetor. Trés experimentos
independentes foram realizados em triplicata (n = 9) (as concentragdes finais de rutina em cada
coluna sdo especificadas na Figura 8). O desenho experimental das placas € explicitado a seguir:

e Coluna 1 controle sé com meio — poco 1 vazio, 0os demais com meio + células;
e Coluna 2 controle para 0 DMSO (solvente da rutina) — pogo 1 sem células, mas com meio

+ DMSO a 0,5 % (v/v), e os demais com meio + DMSO a 0,5 % e células;

e Coluna 3 controle para o sulfato ferroso a 13 mM — poco 1 sem células e os demais com

meio + DMSO a 0,5 % + células + sulfato ferroso a 13 mM por 24 h;
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e Colunas 4 a 12 — grupos experimentais po¢o 1 sem células, mas pré-tratado com rutina
por 24 h, seguido de tratamento com sulfato ferroso a 13 mM por mais 24 h; os demais
poc¢os receberam meio com DMSO a 0,5 % + células + pré-tratamento com Rutina +
tratamento com Sulfato Ferroso.

A | Primeira linha sem células
5 10 15 30 50 100 150 300 500 :

oo

[Rutina)] (uM)

m=+< 0O

m

G | [ Y]
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Meio M Meio _ -
Puro || DMs0 || Sulfato Ferroso | 13 mM

Figura 8 - Esquema representativo da modula¢do do pré-tratamento de rutina com concentracGes
finais para cada coluna (24 h) e posterior tratamento com sulfato ferroso na concentracdo constante a
13 mM (24 h), desenho da placa de 96 pogos.

Fonte: Elaborado pela autora

Para diluicdo e fracionamento dos grupos experimentais a substancia em questdo foi
pesada de acordo com o experimental, homogeneizada e filtrada (Millipore 0,22 um, Merck). A
partir dai o fracionamento ocorreu. Ap6s a administracdo das diferentes concentracbes em cada
coluna do grupo experimental as células foram incubadas por 24 h a 37 °C em atmosfera de CO-
a 5 %. Decorrido o tempo descrito, as células foram encaminhadas a cabine de fluxo laminar para
a realizacdo do teste com MTT. A figura 9 ilustra a ordem sequencial dos procedimentos

realizados:
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Figura 9: Esquema representativo das etapas percorridas para obtengdo dos resultados dos testes de
viabilidade celular para verificar prote¢do da rutina em triplicatas de C6 com sulfato ferroso.
Fonte: Elaborado pela autora.

3.3.3 PRE-TRATAMENTO COM RUTINA SEGUIDO DE TRATAMENTO COM SULFATO
FERROSO E AA

Realizou-se trés experimentos independentes em triplicata (n = 9) em que as células foram
pré-tratadas com rutina na minima concentracdo protetora 5 UM por 24 h, quando as células
atingiram a confluéncia, sendo em seguida tratadas com sulfato ferroso a 13,7 mM, variando-se a
concentracdo de AA por mais 24 h. Cada placa de 96 pocos consistiu de 12 grupos experimentais
dispostos em colunas, cada qual com sete pocos experimentais (n = 7), conforme discriminados a
sequir.

e Coluna 1 Controle apenas com meio — pogo 1 vazio sem células, apenas com meio

(branco) e os sete demais com meio + células;

e Coluna 2 Controle para 0 DMSO — poco 1 sem celulas, apenas com meio + DMSO a 0,5

% e 0s demais com meio + DMSO a 0,5 % e células;

e Coluna 3 Controle positivo tratado apenas com sulfato ferroso — pogo 1 sem células, mas
com meio, DMSO a 0,5 % e sulfato ferroso a 13,7 mM. Nos demais pogos, células com

meio + DMSO a 0,5 % + sulfato ferroso a 13,7 mM.
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e Coluna4al2 - grupos experimentais. Os primeiros pogos sem células, mas recebendo o0s
mesmos contetdos dos demais pocos de seus respectivos grupos. Os demais pocos
receberam células que foram pré-tratadas com meio com DMSO a 0,5 % e rutinaa 5 pM
por 24 h e em seguida tratadas com sulfato ferroso a 13,7 mM com AA em concentragdes

que variaram em cada grupo conforme descrito a seguir e evidenciado na figura 10:

A | Primeira linha sem células
B 6 10 20 30 60 100 200 300
o | [AA] (uM) |
D
E
F
G ] | |
2
e LALALANSNIALASIN
Meio pH Meio ’ - - = /
Puro || DMSO :
Rutlna|
S uM
Sulfato Ferroso | 13.7 mM

Figura 10 - Esquema representativo da modulagdo do pré-tratamento de rutina a 5 uM (24 h) e
posterior tratamento com sulfato ferroso em concentracfes constantes (13,7 mM) e AA com
concentragdes finais para cada coluna e desenho da placa de 96 pocos.

Fonte: Elaborado pela autora

Para diluigéo e fracionamento dos grupos experimentais as substancias em questdo foram
pesadas de acordo com o experimental, da mesma forma que as triplicatas anteriores,
homogeneizadas e filtradas (Millipore 0,22 um, Merck).

Apos a administracdo das diferentes concentragdes em cada coluna do grupo experimental
as celulas foram incubadas por 24 h a 37 °C e atmosfera de CO2 a 5 %. Decorrido o tempo de
incubacdo as células foram encaminhadas a cabine de fluxo laminar para a realizacdo do teste

com MTT. A figura 11 ilustra a ordem sequencial dos procedimentos realizados:
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Figura 11- Esquema representativo das etapas percorridas para obtengdo dos resultados dos testes de
viabilidade celular para verificar protecdo da rutina em triplicatas de C6 com sulfato ferroso em
interacdo com AA.

Fonte: Elaborado pela autora

3.4 TESTE DE VIABILIDADE CELULAR POR MTT

Para averiguar a determinacdo da viabilidade celular pela formacdo de cristais de
formazan, foi feito o teste de viabilidade celular por MTT, o qual verifica, através de alteracdes
colorimétricas, o nivel de atividade das desidrogenases mitocondriais que sdo diretamente
proporcionais a viabilidade celular (pode-se observar a reacdo de reducdo do MTT a formazan na
Figura 12). O plaqueamento e modulacdo foram feitas como descritas anteriormente, o processo
foi interrompido com a substituicdo do meio de cultivo por outro contendo MTT (a 1mg/mL no
fluxo sem luminosidade). As placas foram incubadas em 5% de CO>, a 37°C, por duas horas.

Apos esse intervalo, foi adicionado 100 pL de solug¢do de lise (para tal, utilizou-se
duodecil sulfato de sodio a 200 g/L em dimetilformamida (DMF) a 30% (v/v). O pH da solucdo
foi ajustado para 4,7 com solucdo 4cida (Acido acético 80% (v/v), HCI 1 M a 2,5% (v/v)).
Através da acdo das desidrogenases mitocondriais presentes em células viaveis, ocorre reducéo
do MTT que possui coloracdo amarela, em formazan que é um sal violeta/roxo, de acordo com a
capacidade de metabolizacdo das células e a concentracdo utilizada da substancia protetora e do

indutor de dano. As placas foram incubadas por um periodo de 10 — 12 horas em temperatura
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ambiente protegidas de luz em papel aluminio para lisar as células e dissolver o formazan
precipitado. Para averiguar os resultados, foi realizada a medida da absorbancia no comprimento
de onda de 580 nm, em leitor de microplacas (Varioskan Flash Thermo Scientific). A figura 13
expde fotografias de uma triplicata apds modulacdo antes e depois do teste colorimétrico de
MTT:

T
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Figura 12 - Reacdo de reducdo do MTT a formazan através do nivel de atividade das desidrogenases
mitocondriais.

Fonte: Elaborado pela autora a partir de imagens disponiveis em <encurtador.com.br/cwLQT> e
<encurtador.com.br/prsX8>editadas e adaptadas em uma s6 imagem. Acesso em 02/10/2021
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Figura 13 - Fotografias de uma triplicata ap6s modulacdo antes e depois do teste colorimétrico de
MTT. Arquivo pessoal.
Fonte: Elaborado pela autora
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3.5 FOTOGRAFIAS EM MICROSCOPIO DE CONTRASTE DE FASE

As placas foram fotografadas em microscopio TCM 400 Phase Tissue Culture
Microscope iVu 5000 em objetiva de 10%, 24 h e 48 h apo6s qualquer modulacao. Posteriormente
as imagens foram editadas no Adobe Photoshop 2020 para ajuste padrdo para coloragdo em
escala de cinza, com brilho adequado em 156 e contraste em 160. Uma fotografia de cada grupo
foi selecionada por um observador cego quanto aos tratamentos dos grupos.

3.6 ANALISES ESTATISTICAS

Todos os dados gerados receberam tratamento estatistico adequado, sendo expressos
como mediana e percentil. Foi utilizado o programa GraphPad Prism verséo 5.00 para Windows
(GraphPad Software, San Diego California USA) para que os dados obtidos fossem submetidos
as analises estatisticas. O “n” de todos 0s grupos experimentais em cada placa foi “7” e, portanto,
as anélises foram consideradas ndo paramétricas.

Os resultados de cada grupo experimental foram expressos por suas medianas, percentis e
variacdes. Testes ndo paramétricos foram usados para aqueles representados por mediana (com
distribuicdo ndo-normal). O teste usado para cada anélise esta especificado na apresentacdo dos
resultados; os mais utilizados foram os ndo paramétricos de Mann-Whitney para analise binaria
ou de Kruskal-Wallis (seguido do teste de Dunns) para maltipla comparacao.

Os valores de p adotados como estatisticamente significantes estdo demonstrados em cada

resultado.
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4 RESULTADOS

A abordagem experimental adotada consistiu em testes de MTT com diferentes
modulagbes por grupos de placas como foi descrito em material e métodos. O experimento em
triplicata evidenciou a capacidade citotoxica do sulfato ferroso em culturas de células C6, a
Figura 14 mostra a mediana da minima concentracao citotoxica, que foi 0,7 mM (variacdo: 0,7-

1,3).
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Figura 14 - Determinagdo da minima concentracéo citotdxica do sulfato ferroso em culturas de
células C6. O grafico representa as minimas concentragdes citotoxicas em trés experimentos
apos 24 h de tratamento atraves de teste de MTT. A mediana encontrada foi de 0,7 mM
(variagdo: 0,7- 1,3).

Fonte: Elaborado pela autora
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Figura 15 - Teste de citotoxicidade do sulfato ferroso apds 24 h de tratamento através de teste
de MTT, o grafico mostra um dos experimentos correspondentes a mediana. Os dados foram
normalizados para a mediana das densidades oticas do grupo controle, medidas em 580
nandmetros (1,346; variacdo 1,2 — 1,426; n = 7). Os dados foram analisados por teste de
Kruskal Wallis seguido por p6s teste de Dunn (7 pogos para cada concentracdo). *, p < 0,05;
** p <0,005 ;***, p <0,0001 em comparac¢do com o controle apenas com meio (M).

Fonte: Elaborado pela autora

A Figura 15 demonstra a atividade das desidrogenases mitocondriais no experimento
correspondente a mediana, sendo que no meio, a totalidade das células plaqueadas se mantiveram
vivas, porém conforme o tratamento foi sendo feito houve reducdo da viabilidade celular. A partir
de 0,7 mM houve reducdo significativa em relacdo ao grupo controle, mostrando que nessa
concentracdo essa substancia foi capaz de promover morte celular. Entre trés experimentos
independentes apo6s 24 h de tratamento foi evidenciado que a partir da minima concentracdo
citotoxica existiu atividade citotoxica, porém néo suficientemente satisfatdria para os testes de
protecdo propostos a seguir. A concentracdo de 22 mM apresentou citotoxidade de 100%, enté&o,
baseando-se nesses resultados, decidiu-se por utilizar a concentragdo de 13 mM para 0s
experimentos seguintes, por ser 18 x maior do que a minima citotoxica.

Para determinar se a rutina apresenta efeito protetor contra a citotoxicidade do sulfato
ferroso a 13 mM foram feitos trés experimentos independentes em triplicatas (n= 9) com

concentragOes variaveis de rutina. Uma concentragdo minima protetora foi encontrada para cada
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experimento. A figura 16 mostra a mediana e a variagdo dessas concentragdes. Como dados nao
apresentaram distribuicdo normal, esses valores foram expressos por sua mediana e variagéo (5

MM; variacdo 5 — 50 uM).
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Figura 16 - Concentracdo protetora da rutina contra a citotoxicidade do sulfato ferroso a 13
mM em células C6. Nove experimentos independentes foram realizados para determinacéao
da menor concentracdo protetora com pré-tratamento de rutina entre 5 - 500 UM por 24 h
seguido por 24 h de tratamento de sulfato ferroso a 13 mM. A mediana foi 5 uM, sua variacdo
entre 5 —50 pM.

Fonte: Elaborado pela autora

A Figura 17 exibe um experimento representativo da mediana do efeito protetor da rutina
em relacdo a citotoxidade do sulfato ferroso a 13 mM em células C6. As colunas do grafico que
representam meio e meio com DMSO evidenciam preservacdo das células plaqueadas, enquanto
0 controle positivo com sulfato ferroso exibe uma drastica queda de viabilidade celular,
confirmando dano oxidativo ja esperado. A partir da menor concentragcdo do flavonoide rutina

(5uM) ja € possivel observar uma protecdo parcial, porém significativa, das células.
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Figura 17 - Teste de analise da protecéo de células pela rutina através de teste de MTT, ap6s
24 h de pré-tratamento com rutina seguido de 24 h de indugdo de danos com sulfato ferroso a
13 mM. Os dados foram normalizados para mediana das densidades 6ticas do grupo controle
com solvente da rutina (DMSO) medidas em 580 nanémetros (n = 7 pogos para todos 0s
grupos). Mediana da densidade ética do controle: 1,087 (variacdo 0,497 — 1,142). *** p <
0,001 comparado com controle negativo de meio com DMSO comparado por teste de Mann
Whitney; Os grupos tratados com sulfato ferroso e rutina foram analisados por teste de
Kruskal Wallis ( p <0,001), seguido do pds teste de Dunn (###, p < 0,001; ##, p < 0,01; #, p
< 0,05, comparando com controle positivo tratado com sulfato ferroso. M = grupo controle
negativo tratado apenas com meio, M + D = grupo controle negativo tratado com meio e
DMSO a 0,5%, M + Fe = grupo controle positivo tratado com meio, DMSO e sulfato ferroso.
Fonte: Elaborado pela autora
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Figura 18 - Imagens obtidas por fotografias de microscopia de contraste de fase de células C6 na presenga
de dano oxidativo induzido por sulfato ferroso com pré-tratamento de rutina em objetiva de 10x. A régua
mede 100 um. 1A Células com meio ap6s 24 h, 2A Células com meio ap6s 48 h. 1B Células em meio com
DMSO a 0,5% (v;v) apés 24 h, 2B Células em meio com DMSO ap6s 48 h. 1C Células C6 apenas com
meio e DMSO ap6s 24h, 2C Células em meio ja com sulfato ferroso na concentracdo de 13 mM apdés
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tratamento de 24 h. 1D Células apds pré-tratamento com rutina a 5 UM por 24 h, 2D Células pré-tratadas
com rutina seguidas de tratamento com sulfato ferroso na concentracdo de 13 mM por 24 h. A imagem
evidencia as células aparentemente preservadas do dano ocasionado pelo sulfato ferroso.

Fonte: Elaborado pela autora

A Figura 18 demonstra morfologicamente células C6 na presenca de dano oxidativo
induzido por sulfato ferroso com pré-tratamento de rutina. O Controle com meio (1A em 24 h e
2A em 48 h) apresentou tapete celular integro, confluente, com comunicacdo entre células.
Nestas imagens as células se mantiveram predominantemente fusiformes, principal caracteristica
desta linhagem; caracteristicas também apresentadas no controle negativo de meio com DMSO
(que pode ser observado em 1B a 24 h e 2B em 48 h), o que demonstra que a adi¢cdo com o
DMSO (veiculo de diluicdo), ndo apresentou grandes alteracdes na morfologia celular.

O grupo controle positivo com ferro s6 foi modulado ap6s 24 h de tratamento dos outros
grupos experimentais com a rutina, entdo a foto 1C representa apenas células em meio no qual
sera inserido o sulfato ferroso, que ndo apresentou grandes alteracdes em comparacdo ao grupo
controle. Em 2C foi possivel observar o aumento do ndmero de células que apresentam
morfologia ameboide e esférica quando comparados com 0s grupos controle negativo e controle.
Podemos inferir que a adicdo do sulfato ferroso causou essas alteracées.

Os grupos com pré-tratamento de rutina (24 h) e posterior modulacdo sulfato ferroso
(24h) (1D em 24 h e 2D em 48 h) apresentaram caracteristicas morfoldgicas semelhante aos
controles, pois o tapete celular se mostra confluente e integro tanto nas primeiras 24 h quanto nas
48 h de modulacao, com células de morfologia predominantemente fusiformes, assim podemos
deduzir que o pré-tratamento de rutina foi capaz de prevenir as alteracbes morfoldgicas
provocadas pelo sulfato ferroso. Embora a morfologia demonstre plena protecdo das células, os
testes de citotoxidade através de atividade das desidrogenases mitocondriais demonstraram
protecao parcial, porém significativa.

Foi utilizada a concentracdo de 13,7 mM de sulfato ferroso para as triplicatas de pré-
tratamento da rutina com posterior tratamento com sulfato ferroso e AA em concentragdes
variaveis para manutencdo da mesma concentracdo do controle positivo de dano. Em nove
experimentos independentes o &cido ascorbico ndo alterou a resposta protetora da rutina, o que é
demonstrado na figura 19. Pode-se observar que houve preservacgdo das células nos controles de
meio e meio com DMSO e novamente ha uma drastica reducéo de viabilidade celular no controle

positivo tratado com sulfato ferroso, assim como uma protecdo parcial de todos os experimentais
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pré- tratados com a minima concentragdo da rutina. Os experimentais tratados com AA ndo

sofreram alteracGes estatisticamente significantes.
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Figura 19 - Experimento representativo entre nove realizados em que as células C6 foram pré-
tratadas com rutina a 5 UM seguidas de 24 h de dano com sulfato ferroso a 13,7 mM moduladas
juntamente com concentragdes de AA entre 6 -300 M. *** p < 0,001 em compara¢do com 0
grupo tratado apenas com meio com DMSO. Anélise feita por teste de Mann Whitney. ###, p <
0,001 em relacdo ao controle positivo tratado com sulfato ferroso através de teste de Mann
Whitney, refor¢ando os dados encontrados anteriormente. Kruskal Wallis ndo mostrou
diferenca significativa do AA, sendo assim a substancia ndo modificou o efeito da rutina.

Fonte: Elaborado pela autora
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Figura 20 - Imagens obtidas por fotografias de microscopia de contraste de fase em objetiva de 10x nos
experimentos de pré-tratamento com rutina a 5 UM por 24 h, seguido de tratamento com sulfato ferroso a
13 mM e AA por 24 h. A régua mede 100 pm. 3A Células com meio, 3B Células em meio com DMSO a
0,5% (v/v) , 3C Células apds tratamento com sulfato ferroso a 13 mM por 24 h, 3D Células apés pré-
tratamento com rutina a 5 UM por 24 h, seguido de tratamento com sulfato ferroso a 13 mM por 24 h; 3E
Células apds pré-tratamento com rutina a 5 UM por 24 h seguido de tratamento com sulfato ferroso a 13,7
mM + AA a 6 uM por 24 h 3F Células apds pré-tratamento de rutina em 5 uM por 24 h seguido de
tratamento com sulfato ferroso a 13,7 mM + AA a 300 uM por 24 h, evidenciando que o AA ndo interfere
no efeito protetor da rutina.

Fonte: Elaborado pela autora
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A figura 20 retrata morfologicamente as células C6 na presenca de dano induzido por
sulfato ferroso e interacdo de &cido ascdrbico com pré-tratamento de rutina, na qual, 3A é o
controle (meio) que apresentou tapete celular integro, confluente e com células de morfologia
fusiforme, assim como no grupo 3B (meio com DMSO). Em contrapartida o grupo controle
positivo modulado com sulfato ferroso (3C) apresentou desorganizagdo e desestruturacdo do
tapete celular, com pouca comunicagdo célula a célula e reducdo visivel do nimero de células,
que por sua vez apresentaram alteracdo da morfologia cuja forma predominante foi a forma
esférica e ameboide.

O grupo com pré-tratamento de rutina (24 h) e posterior modulacdo com sulfato ferroso
(3D) apresentou tapete celular integro, confluente e a predominancia da morfologia fusiforme
assim como nos grupos controles, 0 que sugere que a rutina apresenta a capacidade de prevenir o
dano celular ocasionado pelo sulfato ferroso; os grupos com pré-tratamento de rutina (24 h) e
subsequente modulagdo com ferro e &cido ascorbico (24 h) (3E e 3F) assim como o observado no
grupo pré-tratamento da rutina com sulfato ferroso, apresentaram caracteristicas semelhantes, o
que nos leva a supor que o pré-tratamento da rutina teve grande influéncia na protecéo frente ao
dano causado pelo sulfato ferroso, mas ndo é possivel identificar através das imagens se 0 AA
trouxe alteracOes significativas. 3E demonstra pré-tratamento de rutina e tratamento com sulfato
ferroso e AA na menor concentracdo utilizada e 3F exibe células com pré-tratamento de rutina e
tratamento com sulfato ferroso e AA na maior concentragdo, evidenciando que ndo houve

alteracdo de protecdo ou dano apesar das concentracdes diferentes.
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5 DISCUSSAO

O desequilibrio entre agentes pré-oxidantes e antioxidantes com a potencialidade de
exercer efeitos deletérios caracteriza estresse oxidativo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999),
sendo muitas das EROs resultantes desse processo, originadas atraves de reacdes como a de
Fenton e de Haber-Weiss, mediadas por ions metalicos. O acimulo de ferro no cérebro tem sido
relacionado com doencas neurodegenerativas por influenciar na producéo de EROs por diferentes
vias (EMERIT; BEAUMONT; TRIVIN, 2001; GURZAU; NEAGU; GURZAU, 2003). Portanto,
escolheu-se sulfato ferroso como indutor de dano oxidativo através da peroxidagdo lipidica.

A concentracgdo escolhida para o controle positivo de dano foi 18x maior do que a minima
citotoxica em triplicata feita com sulfato ferroso, sendo estabelecida a concentracdo de 13 mM
para os testes de protecgdo.

Esses resultados vém em concordancia ao previsto na literatura em outros trabalhos que
relatam a capacidade do ferro em potencializar reac6es de oxidacdo. No artigo de KIM et al.,
(2007) a holotransferrina, por transportar ferro, aumentou a radiossensibilidade induzida pela
dihidroartemisina em células U373MG, outro tipo de glioblastoma; no qual, as células foram pré-
tratadas com 100 mg / ml de holotransferrina por 1 h antes da administracdo de
diidroartemisinina e irradiagdo e mostraram sobrevida clonogénica significativamente reduzida,
em comparacdo com células tratadas com diidroartemisinina, 0 que sugere que o ferro
potencializou significativamente o efeito de radiossensibilizacdo da diidroartemisinina em células
de glioma humano, assim como o dano oxidativo aqui demonstrado no presente estudo.

O teste escolhido para as andlises se baseia na capacidade de conversdo das
desidrogenases mitocondriais em cristais de formazan insollveis, de coloracdo roxa. A
quantificacdo destes cristais foi aferida atraves de espectofotometria e o teste pode ser utilizado
para avaliacdo de viabilidade e proliferagéo celular (HANSEN; NIELSEN; BERG, 1989). Foi
possivel demonstrar através de testes de viabilidade MTT, que o pre-tratamento de 24 h com a
rutina em células C6 apresentou uma protecao significativa desde a menor concentragéo (5 puM)
frente ao dano oxidativo induzido por sulfato ferroso.

Flavonoides sdo conhecidos como eximios antioxidantes. O presente trabalho consiste em
um estudo preliminar original desenvolvido em culturas de células C6 no qual a Rutina foi

avaliada quanto a sua capacidade antioxidante. Evidéncias indicam que o estresse oxidativo
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desempenha papel decisivo no envelhecimento e nas doencas neurodegenerativas. No modelo de
pesquisa descrito foram confirmados efeitos deletérios do acimulo de sulfato ferroso em sistema
in vitro; e também foi possivel constatar a interferéncia positiva da rutina como antioxidante.

Apos as 48 h (duas modulacbes com intervalo de 24 h cada) houve grande diferenca na
quantidade e morfologia das células com os diferentes tratamentos. A rutina protegeu
consideravelmente as células o que pode ser observado na morfologia, porém os testes de MTT
logo mostraram que o efeito protetor foi parcial, apesar de significativo.

As substancias antioxidantes atuam em diferentes niveis na protecdo do organismo. Um
dos principais mecanismos de defesa contra os radicais livres dos antioxidantes é ao impedir a
sua formacao, principalmente pela inibicdo das reacdes em cadeia com o ferro. Os antioxidantes
podem interceptar os radicais livres prevenindo agressdao aos lipideos, os aminoacidos das
proteinas, a dupla ligacdo dos acidos graxos poliinsaturados e as bases do DNA, impedindo a
formacao de lesdes e a perda da integridade celular (ABRAHAO et al., 2010).

Sao muitos e diversos os efeitos benéficos que a literatura descreve acerca dos flavonoides
em relacdo a saude, haja vista que esses compostos apresentam potencial para uso no tratamento
ou prevencdo de distlrbios neurodegenerativos, ja que tém a capacidade de inibir a peroxidagédo
lipidica e eliminar os radicais livres, protegendo assim 0s neurbnios do dano oxidativo
(HALLIWELL et al., 1995).

Os flavonoides tém capacidade de atuarem na captura e neutralizacdo de espécies
oxidantes, por sinergismo com outros antioxidantes como as vitaminas C e E, sendo que existe
uma habilidade de alguns flavonoides para se ligar a ions metélicos, impedindo-os de atuarem
como catalisadores na producdo de radicais livres. Esta caracteristica resulta de propriedades
como atividade quelante de ferro, inibicdo das enzimas cicloxigenase, lipoxigenase, atividade
sequestradora de radicais livres, NADPH-oxidase, xantina-oxidase e fosfolipase, e estimulacdo de
enzimas com atividade antioxidante como a catalase e a superoxido-dismutase, interferindo na
formagdo e propagacdo de radicais livres (TRUEBA; SANCHEZ, 2001). Uma possivel
explicagdo para a inclinagéo ao se ligar a metais, como por exemplo o ferro, pode estar associada
com o numero de grupos hidroxila no anel B (HUSAIN; CILLARD; CILLARD, 1987). Essa
caracteristica pode afetar varias propriedades dos flavonoides, dentre estas, a hidrofobicidade das
moléculas e atividade antioxidante (YUNES; PEDROSA; CECHINEL FILHO, 2001).
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No cérebro, a principal fungdo dos flavonoides deve-se a sua atividade antioxidante, pois
como ja foi dito, trata-se de um 6érgdo extremamente susceptivel ao dano oxidativo (por conta da
alta utilizacdo de oxigénio, altos niveis de lipidio ndo saturados e dos metais de transicdo, como
ferro). Além disso, possui mecanismos deficientes de defesa antioxidante (REITER, 1995). Dessa
forma, flavonoides (a exemplo da rutina), sdo capazes de eliminar radicais livres e/ou inibir a
peroxidacdo lipidica, protegendo os neurdnios da morte celular (YANG; GUO; YUAN, 2008).

Em nossos resultados das placas de MTT com rutina e sulfato ferroso, a rutina diminuiu a
citotoxidade celular ocasionada pelo sulfato ferroso. Indicativos de protecdo celular em
flavonoides foram também observados por SHI et al, (2010), no qual a
Artemisia selengensis (espécie rica em flavonoides), apresentou alta capacidade antioxidante
redutora de ferro através de ensaios FRAP (Ensaio de poder antioxidante redutor férrico). Outros
resultados através de DPPH (ensaio de eliminacdo radical) e ABTS (ensaio de céation radical)
demonstraram que 0s extratos possuem ndo apenas atividades antioxidantes, mas também uma
potente capacidade de eliminacdo de radicais livres. Outros estudos legitimam a intensa atividade
antioxidante de flavonoides contra lipoperoxidacéo induzida por ferro (REBELLO, 2005).

Mais um artigo (ARORA et al., 2005) demonstrou que o extrato alcodlico do rizoma de
Rhodiola imbricata (uma planta nativa das regiGes mais altas do Himalaya), é rico em quercetina
(aglicona da rutina) e ao ser a avaliada, diminuiu a peroxidacao lipidica do acido linoleico. Entre
quatro diferentes concentracOes testadas, observou-se que doses mais baixas (8 e 80 pg / mL)
tendem a inibir significativamente a oxidacdo lipidica, e exibiram citoprotecdo com maior
probabilidade de significancia, com maxima nas primeiras 24 h. Houve protecdo assim como
nesse estudo aqui realizado com rutina, porém diferencas devem ser evidenciadas haja vista que a
protecao exibida foi parcial.

Outros estudos de neurotoxicidade feitos através de técnica de MTT encontrados na
literatura, que também utilizaram rutina, demonstram que concentracGes de até 100 uM néo
induziram citotoxicidade em culturas primarias corticais de astrocitos, culturas mistas de células
gliais e células SHSY-5Y, apds 24 h de tratamento (SILVA et al., 2008; PARK et al., 2014).

Diante disso, outro estudo (PITANGA, 2013) demonstrou que a viabilidade celular com
acdo da rutina foi igualmente determinada pelo teste do MTT em culturas primérias de microglia,
em culturas de celulas de glioblastoma C6 submetidas ao meio condicionado (MC) de culturas de

microglia tratadas indiretamente e durante a interacdo direta entre microglia/glioma em sistema
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de co-cultivo e ndo houve alteracdo significativa no metabolismo mitocondrial das células da
microglia apos a exposicéo a rutina (50 e 100 uM). Foi verificado até aumento significativo na
viabilidade das células C6 apo6s 48 h de cultivo na presenca de MC proveniente de culturas de
microglia tratadas previamente com rutina a 50 uM.

A protecdo da rutina se manteve nas triplicatas que se sucederam, mas a diferenca da
modulacdo com sulfato ferroso e &cido ascdrbico ndo manifestou grandes alteracdes, entdo ndo é
possivel inferir que o acido ascorbico tenha tido influéncia no aumento do dano oxidativo através
de reacdo de Fenton ou interacdo intracelular com as células que ja haviam sido tratadas com a
rutina.

As concentracGes de &cido ascorbico variaram entre 6 UM e 300 UM e ainda assim
nenhum efeito foi demonstrado. Em consonancia com os resultados de um artigo (GRANGEIRO,
2009), utilizando a técnica de MTT, o AA ndo apresentou toxicidade para células GL-15 nas
concentracgdes testadas variando de 20 uM a 3000 uM, muita informacdo permanece inexplorada
para que possamos afirmar que o AA atue com uma fungéo adjuvante.

Utilizando a mesma técnica com células endoteliais (NEGRE-SALVAYRE, 1995) um
estudo confirmou que acido ascérbico e a rutina exibiram um potente efeito protetor contra o
efeito citotdxico exibido pelo sulfato ferroso, mas ndo protegeram completamente as células por
causa de um efeito bifasico observado em altas concentra¢fes (maiores que 1 e 10 umol / L para
acido ascorbico e rutina, respectivamente), sendo que a rutina exibiu um efeito citotéxico a 100
umol/L, o que ndo ocorreu no presente trabalho em células C6.

Os achados indicam que a rutina pode se revelar potencial como agente terapéutico para
desenvolvimento de novos estudos para esclarecimento de mecanismos de doencas
neurodegenerativas, considerando a importancia dos efeitos antioxidantes na prevencdo e
tratamento de diversos distlrbios originados pelo estresse oxidativo. Sdo limitacbes deste
trabalho a restricdo a uma Unica técnica e um Unico tipo celular, mesmo tendo sido feito em trés
triplicatas independentes em cada etapa. Portanto, mais estudos sdo necessarios para que novas
informacdes e mecanismos de protecdo induzida por rutina sejam elucidados contra danos
causados por radicais livres, principalmente em outros tipos de culturas celulares de astrocitos e
glia ou até mesmo em modelos in vivo.

E provavel que um maior fornecimento de flavonoides em dieta ou suplementagio

contribuam para modular os processos oxidativos diarios e para recuperar o equilibrio redox ou
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retardar o inicio do estresse oxidativo nas fases iniciais dos processos neurodegenerativos
(DAJAS et al, 2005) mas afirmar isso a partir de um trabalho como este é uma especulacdo pois
h& muita pesquisa a ser conduzida em varios dominios (da toxicidade a biodisponibilidade, do
experimental a clinica, tais pesquisas deverao avaliar com maior rigor, pois mais técnicas devem
ser desenvolvidas) para o estudo de flavonoides como antioxidantes e neuroprotetores.

Os dados na literatura sobre o potencial pré-oxidante do acido ascorbico na presenca de
ferro sdo controversos. Quando o &cido ascorbico € usado como antioxidante, a funcdo dele é ser
oxidado. Deste modo, na presenca de niveis elevados de EROs, ndo permanece acido ascorbico
suficiente disponivel para modular o metabolismo neuronal. Portanto, o estresse oxidativo, a
producdo elevada de RL e EROs e a falha dos sistemas homeostaticos para a reciclagem do &cido
ascorbico sdo aspectos fundamentais na progressdo da neurodegeneracdo (COVARRUBIAS-
PINTO et al, 2015).

A pré-incubacdo com quercetina e vitamina C protegeu a toxicidade induzida por H20-
em células PC12 de uma maneira dependente da dose (HEO; LEE, 2004). Neste mesmo artigo,
eles compararam o efeito do flavonoide quercetina em relacdo ao efeito do AA, mostrando que a
primeira substancia demonstrou muito mais protecdo do cérebro contra o estresse oxidativo
induzido por neurotoxicidade, em relacdo a segunda.

O AA é rapidamente oxidado em solucfes e quando em contato com o ar. As doengas
neurodegenerativas que apresentam alto estresse oxidativo consomem invariavelmente o &cido
ascorbico disponivel no cérebro (COVARRUBIAS-PINTO et al, 2015). Algo que também
poderia ter acontecido (mas ndo foi confirmado em nossos testes) seria que o ferro iniciasse a
peroxidacao lipidica através da reacdo de Fenton, enquanto o AA amplificasse o potencial
oxidativo do ferro, potencializando a peroxidacdo lipidica induzida por ions metalicos
(BERNOTTI et al, 2003).

Nos experimentos neste trabalho realizados e descritos ndo houve alteragdo de protecédo
ou dano apesar das concentragOes diferentes de AA. SO é possivel afirmar que ndo houve
interferéncia no efeito protetor da rutina, todavia, é possivel que a dose utilizada tenha sido muito
baixa ou o tempo de tratamento muito curto para produzir mudancgas significantes. Portanto, €
importante continuar os esforcos para avaliar os papéis da rutina e do acido ascorbico como

antioxidantes contra o dano oxidativo.
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6 CONCLUSAO

Considerando o conjunto de resultados obtidos neste trabalho podemos concluir que:

A minima concentracdo citotoxica do sulfato ferroso para células C6 foi 0,7 mM
(variacdo: 0,7- 1,3 mM) apos 24 h.

Verificamos que a rutina exibiu um efeito protetor parcial, mas significativo em testes de
viabilidade celular. Nossos resultados de citotoxicidade realizados pelo método de MTT
revelaram que este flavonoide ndo apresentou um perfil citotoxico em modelos de cultura de
células C6 nas concentracgdes utilizadas.

A minima concentracdo protetora da rutina, equivalente a 5 UM, foi capaz de prevenir
uma porcentagem significativa de morte celular induzida pelo sulfato ferroso a 13 mM apds 24 h.

No que tange a interacdo do &cido ascdrbico em concentracfes pré-determinadas com a
rutina, ndo foi possivel verificar se aumenta uma possivel capacidade antioxidante desta droga ou
se existe uma associacdo do AA com o sulfato ferroso, potencializando o dano oxidativo. Pode-se
afirmar que o AA ndo interferiu no efeito protetor da rutina.

Em relacéo a caracterizacdo da morfologia das células C6 na presenca de dano oxidativo
induzido por sulfato, foi perceptivel uma morfologia atipica arredondada no controle positivo de
dano, perfil diferente do fen6tipo natural destas células, que foi prevenida com o pré-tratamento.

Tendo em vista os resultados discutidos nas seces anteriores, é possivel afirmar que o
flavonoide rutina tem acéo citoprotetora frente ao dano oxidativo oriundo do sulfato ferroso, em
culturas de células C6, todavia, 0 AA ndo apresentou interferéncia nessa protecao.
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