Determinacao de parametros de viabilidade celular
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Introducao e Objetivos do Estudo

Os retindides, tanto naturais quanto sintéticos, sao alvos de diversos estudos in vitro e in vivo, sendo propostos para uso em tratamento ou prevencao de
doencas tais como cancer e doencas neurodegenerativas. Em estudos anteriores, foi observado que o retinol pode atuar como oxidante ou pro-oxidante em
diferentes concentracoes ou doses, dependendo do tipo celular. O objetivo deste trabalho é avaliar os efeitos causados pelo retinol sobre parametros de
viabilidade e em marcadores de neurotoxicidade em um modelo de neuronio catecolaminérgico (linhagem SH-SY5Y) utilizado para o estudo em doencas

neurodegenerativas.

Materiais e Metodos

As células SH-SY5Y foram cultivadas em meio DMEM-F12 10% de soro fetal bovino (SFB) e tratadas por 24 horas com concentracdes de retinol variando
desde 1 a 20 uM em meio 1% SFB. Parametros de viabilidade celular (incorporacao de SRB e reducao do MTT) foram avaliados, bem como a producao
intracelular de espécies reativas (oxidacao do DCFH-DA). O imunoconteudo de peptideo B-amiloide, de a-sinucleina, de TAU fosforilada e de RAGE foram,

igualmente, avaliados por western blot.

Resultados
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Reducéo de MTT e Quantificacéo de Sulforrodamina B: A, B, C, D — Retinol (Concentracao dos compostos em pM). Valores expressos como +-SEM (n= 6-12 em
pelo menos 3 experimentos independentes). ANOVA seguida pelo teste de Comparacdo Mdltipla de Tukey. *P<0,05, **P<0,001, **P<0,0001; comparado ao
controle.
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Imunoblots representativos mostrando a deteccao
de (p-Tau) fosforilada estdo representados. O
imunoconteddo de p-TAU é guantificada em relacao
a tau TOTAL. ANOVA de uma via com o teste de
Multipla Comparacéo de Tukey foi aplicado.
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Imunoblots representativos sendo como +- SEM séo representados. A mesma analise foi aplicada para verificar o imunoconteudo de RAGE,
B-amiloide e a-sinucleina. ANOVA de uma via com o teste de Mdltipla Comparacdo de Tukey foram aplicados. Asteriscos diferentes do
controle (*P<0,05, **P<0,001, ***P<0,0001). Os experimentos foram repetidos trés vezes.

dos compostos em pM). Valores expressos como +- SEM (n= 6-12 em pelo menos
3 experimentos independentes). ANOVA seguida pelo teste de Comparacao
Multipla de Tukey. *P<0,05; **P<0,001; ***P<0,0001; comparado ao controle.

Conclusoes
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O retinol diminuiu a viabilidade celular e aumentou a producéo de espécies reativas de
OXIgénio nas concentracdes Iiguais ou acima de 10uM. Nesta concentracao, o
Imunoconteddo de a-sinucleina e de RAGE aumentou. No entanto, o conteudo de
peptideo (-amiloide foi aumentado apenas na concentracdo de 7 uM. O co-tratamento
com o antioxidante Trolox (0,1 mM) diminuiu o imunoconteudo de todas as proteinas
avaliadas. Os dados sugerem que o retinol pode induzir a perda da viabilidade celular e
0 aumento de proteinas relacionadas a neurotoxicidade atraves da producéo de
especies reativas de oxigénio.
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