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PARTE I



RESUMO

As células astrogliais s3o fundamentais para a manuten¢do da homeostase do sistema
nervoso central (SNC), participando ativamente da sintese, liberacdo e captacdao de
neurotransmissores, do metabolismo energético celular, dos sistemas de defesa
antioxidante, da resposta inflamatoria, da formac¢dao e manutengdo da barreira
hematoencefalica, assim como da liberagdo de fatores troficos. Devido a essas
caracteristicas, os astrocitos tem se tornado um importante alvo de estudos para a
homeostasia do SNC. Baseado nisso, destacamos a utilizacdo de moléculas
glioprotetoras, incluindo o resveratrol, como estratégias terapéuticas de modulagao
astroglial em condigdes cronicas, tais como doengas neurologicas e imunologicas,
diabetes e no processo de envelhecimento. Nesse sentido, o objetivo desta tese foi
avaliar os efeitos da exposi¢do a longo prazo de resveratrol em condigdes experimentais
de envelhecimento, hiperglicemia e imunossupressio (IFNo/BR™) in vitro,
caracterizando o potencial glioprotetor desta molécula e os seus potenciais mecanismos
de acdo em cada modelo experimental. Verificamos a modulagdo da expressdo da
proteina cinase ativada por monofosfato de adenosina (AMPK), da heme oxigenase-1
(HO-1), do fator nuclear kB (NFkB), do fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2
(Nrf2), do coativador 1-alfa do receptor ativado por proliferador de peroxissoma gama
(PGC-10) e da sirtuina 1 (SIRT1), além da modulagdo de pardmetros astrogliais
relacionados com a homeostase celular, como controle do estresse oxidativo, reducao
de citocinas pro-inflamatorias e aumento de citocinas anti-inflamatorias. Assim, a
analise dos nossos resultados demonstra que o resveratrol possui mecanismos de agao
glioprotetores comuns nos modelos experimentais avaliados. Nossos achados refor¢gam
seu efeito glioprotetor, assim como seus mecanismos adjacentes e integram uma nova

abordagem com perfil preventivo de utilizacao a longo prazo do resveratrol.

Palavras-chave: Células astrogliais, Envelhecimento, Glioprotecao, Hiperglicemia,

Imunossupressao, Resveratrol.



ABSTRACT

Astroglial cells are fundamental in maintaining the homeostasis of the central nervous
system (CNS), particularly by the synthesis, release, and uptake of neurotransmitters;
cellular energy metabolism; antioxidant defense; inflammatory response; formation and
maintenance of the blood-brain barrier; as well as the release of trophic factors. Due to
these characteristics, astrocytes have become an important study target for CNS studies.
Based on that, we highlight the use of glioprotective molecules, including resveratrol,
as therapeutic strategies for astroglial modulation in chronic conditions, such as
neurological and immunological diseases, diabetes, and in the aging process. In this
sense, this study aimed to evaluate the effects of long-term exposure to resveratrol under
in vitro experimental conditions of aging, hyperglycemia, and immunosuppression
(IFNa/BR7), as well as to verify the glioprotective potential of this molecule and its
potential mechanisms in each experimental model. We verified the modulation of
AMP-activated protein kinase (AMPK), heme oxygenase 1 (HO-1), nuclear factor kB
(NF«xB), nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2), peroxisome proliferator-
activated receptor-gamma coactivator (PGC-1a), and sirtuin 1 (SIRT1) pathways, in
addition to the modulation of astroglial parameters related to cell homeostasis, such as
the balance of oxidative stress, reduction of pro-inflammatory cytokines and increase
of anti-inflammatory cytokines. Thus, the analysis of our results demonstrates that
resveratrol has common glioprotective action mechanisms in the evaluated
experimental models. Finally, our results reinforce the glioprotective effect of
resveratrol, as well as its adjacent mechanisms, and integrate a new approach with a

preventive profile for long-term use.

Keywords: Aging,  Astroglial  cells, Glioprotection, Hyperglycemia,

Immunosuppression, Resveratrol.



LISTA DE ABREVIATURAS

AMPK Proteina cinase ativada por monofosfato de adenosina
AGE Produto final de glicagdo avangada
AQP4 Aquaporina-4

BDNF Fator neurotréfico derivado do cérebro
BHE Barreira hematoencefalica

CAT Catalase

COX-2 Ciclo-oxigenase 2

Cx Conexinas gliais

DAMP Padrdes moleculares associados a danos
EAACI Transportador de glutamato

ERN Espécies reativas de nitrogénio

ERO Espécies reativas de oxigénio

GCL Glutamato-cisteina ligase

GDNF Fator neurotrofico derivado de células da glia
GFAP Proteina glial fibrilar acida

GLAST Transportador glutamato-aspartato
GLT-1 Transportador de glutamato 1

GLUTI1 Transportador de glicose 1

GR Glutationa redutase

GS Glutamina sintetase

GSH Glutationa reduzida

HO-1 Heme oxigenase-1

IFN Interferon



IL

iINOS

MCP-1

NFxB

NGF

NLRP3

Nrf2

PAMP

PARP

PGC-la

PI3K

RAGE

RSV

SIRT1

SNC

SOD

TLR

TNF-a

VEGF

Interleucina

Oxido nitrico sintase induzivel

Proteina quimiotatica de mondcitos-1

Fator nuclear kB

Fator de crescimento nervoso

Proteina 3 com dominio de pirina da familia NLR
Fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2
Padrdes moleculares associados a patogenos

Poli (ADP-ribose) polimerase

Coativador 1-alfa do receptor ativado por proliferador de
peroxissoma gama

Fosfoinositideo 3-cinase

Receptor para produtos de glicacdo avancada
Resveratrol

Sirtuina 1

Sistema Nervoso Central

Superoxido dismutase

Receptor do tipo toll like

Fator de necrose tumoral alfa

Fator de crescimento endotelial vascular



INTRODUCAO

1. Sistema nervoso central

A complexidade do cérebro ¢ notavel pelo nimero de células, aproximadamente
200 bilhdes, distribuidas em uma érea limitada, mas extremamente importante
morfologica e funcionalmente (Verkhratsky et al., 2019). Esta complexidade esta
obviamente relacionada a inimeros processos fisioldgicos e patologicos, por isso, o
entendimento do funcionamento do sistema nervoso central (SNC) ¢ uma area crucial
dentro do campo da Neurociéncia (DiLuca & Olesen, 2014).

O SNC ¢ uma estrutura bilateral e essencialmente simétrica, com duas partes
principais, a medula espinal e o encéfalo (Kandel et al., 2014). Neste contexto, o
hipotdlamo ¢ uma importante regido encefdlica que controla varios processos
fisiologicos, como metabolismo, reproducdo e ritmo circadiano. Esta estrutura ¢ um
centro integrador crucial do SNC, responsdvel pela regulacdo das atividades
homeostaticas, incluindo o balango energético sist€émico (Saper & Lowell, 2014). Sua
capacidade de adaptacdo a sinais fisiologicos e ao ambiente demonstram que o
hipotdlamo possui uma notavel capacidade de sofrer transformac¢des dindmicas nao s
durante o desenvolvimento, mas também na idade adulta. Assim, a desregulacao de
fungdes hipotalamicas pode predispor individuos a disturbios metabdlicos (Bhusal et
al., 2022; Santos et al., 2018).

Esses sinais e agdes em diferentes regides cerebrais sdo realizados por células
neurais interconectadas. Em relacdo a essa extensa populagdo de células, podemos
verificar duas classes principais no sistema nervoso: os neurdnios e as cé¢lulas gliais. Os
neurdnios sdo as unidades bésicas do encéfalo especializadas na conducdo de sinais

elétricos a longa distancia, responsdveis pela recep¢do e transmissdo de sinais,



carregando as informacdes e distribuindo para as células adjacentes (Kandel et al.,
2014). O encéfalo também possui as células gliais, que sao fundamentais para a
manutengdao da homeostasia do SNC, particularmente devido a comunicagdo entre
neurdnios e astrocitos (Verkhratsky et al., 2019). Esta funcionalidade ¢ fundamental
tanto para o contexto fisiologico, quando as células gliais realizam suas tarefas de
modulagao, sinaliza¢do e homeostasia, bem como para o contexto patologico, quando
essas c¢lulas podem sofrer remodelacao reativa a fim de preservar, reparar e restaurar
a homeostase cerebral (Verkhratsky et al., 2019).

As células gliais podem ser divididas em duas principais classes: microglia e
macroglia. As células microgliais fazem parte do sistema imunologico residente no
SNC, enquanto as macrogliais correspondem aos (1) oligodendrocitos e células
precursoras de oligodendrocitos, (2) células de Schwann, (3) células ependimais e (4)
astrocitos. Os oligodendrocitos e células de Schwann estao relacionados ao processo de
mielinagdo e transmissao/comunicagdo com 0s axoOnios, enquanto as cé€lulas
ependimais revestem os ventriculos cerebrais (Kandel et al., 2014). Os astrdcitos foram

0 objetivo deste estudo e serdo detalhados a seguir.

1.1. Astrocitos

Os astrocitos integram importantes fungdes fisiologicas, participando
ativamente de sistemas de neurotransmissao, bem como coordenando processos
metabolicos, sinalizacdo hormonal e integracdo de sistemas neurais centrais e
periféricos (Bélanger et al., 2011; Garcia-Caceres et al., 2019). Assim, entre as
principais funcgdes desempenhadas pelos astrocitos destacam-se: a formagdo e
manutengdo da barreira hematoencefalica (BHE), suporte metabolico aos neurdnios

através do metabolismo da glicose, glicogénio e ciclo glutamato-glutamina, regulagao



de neurotransmissores, participacdo na homeostase i0nica, liberagdo de fatores troficos
e de crescimento para neuronios e outras células gliais, producao e liberacdo de
mediadores inflamatorios e participacao na homeostase redox (Bélanger et al., 2011;
Kandel et al., 2014; Quincozes-Santos et al., 2021).

Como os astrocitos oferecem suporte para os neurdnios e demais células gliais,
o estudo das caracteristicas morfofuncionais e bioquimicas dessas células pode auxiliar
na compreensdo de mecanismos fisiopatoldgicos, tornando os astrdcitos importantes
alvos de estudos para diferentes condigdes do SNC. Nesse sentido, a cultura de
astrocitos constitui um importante instrumento para estudo dessas caracteristicas, bem
como de processos bioquimicos como sinalizagdo de calcio, liberacdo e sintese de
gliotransmissores (Galland et al., 2019; Quincozes-Santos et al., 2021). As culturas
primarias de astrocitos permitem o estudo dessas células em condi¢des basais ou de
injuria, sendo demonstrado que a cultura primaria de astrécitos compartilha
caracteristicas de expressdo génica em relacao a astrocitos recém-isolados (Galland et
al., 2019; Hertz et al., 2017). Além disso, culturas de astrécitos de ratos maduros
representam uma poderosa ferramenta para a investigagdo das propriedades celulares,
bioquimicas e moleculares de astrocitos no envelhecimento cerebral (Bellaver et al.,
2017). Também ¢ importante destacar, que uma alternativa ao uso de culturas primarias
¢ o uso de linhagens celulares, como as células C6. As células astrogliais C6 tém sido
empregadas para estudos neuroquimicos e constituem um modelo confidvel para
estudos de funcionalidade astroglial, sendo descritas na literatura para estudos de
diferentes parametros astrocitarios (Arus et al., 2017; Bobermin et al., 2012; Quincozes-
Santos et al., 2013). Apos determinado nimero de passagens, aproximadamente 100,
elas apresentam um perfil altamente preditivo de células astrogliais, como a expressao

da proteina S100B, da proteina acida fibrilar glial (GFAP), atividade da enzima



glutamina sintetase (GS) e metabolismo do glutamato (Benda et al., 1968; dos Santos
et al., 2006; Galland et al., 2019). Portanto, as células C6, assim como astrocitos in
vitro, vém sendo utilizados amplamente para avaliar parametros astrogliais, como
captacdo de glutamato, resposta ao estresse oxidativo/funcdo redox, resposta

inflamatoria e vias de sinalizacao.

1.1.1. Marcadores astrogliais

Células astrogliais podem atuar de forma citotéxica ou citoprotetora,
dependendo de seu fenotipo de ativagao, por isso existem importantes fatores expressos
por estas células que estdo diretamente relacionados com esse desempenho funcional e
constituem importantes marcadores para distingdo de condig¢des fisiologicas ou
patologicas do SNC (Jurga et al., 2021).

Os marcadores astrogliais podem ser expressos como proteinas de membrana,
proteinas intracelulares ou marcadores de metabolismo energético (Jurga et al., 2021).
Neste sentido, a GFAP ¢ considerada uma proteina estrutural marcadora classica de
astrocitos. Embora seja expressa de forma diversa em células de diferentes regides
cerebrais, sua funcao estd relacionada ao suporte mecanico dos astrécitos ¢ da BHE
(Jurga et al., 2021; Liedtke et al., 1996). Nesse contexto, dois outros filamentos
intermediarios também sdao importantes na manutengdo da estabilidade celular,
vimentina e nestina (Bozic et al., 2021).

Astrécitos mantém a homeostase i0Onica, energética e de neurotransmissao
através do transporte seletivo de moléculas via canais transmembrana e transporte de
proteinas. Por isso, a expressdao de algumas dessas proteinas pode ser utilizada para
monitorar o estado funcional destas células. Nesse contexto, as conexinas gliais (Cx),

particularmente a Cx43, formam canais de jun¢des comunicantes que estabelecem uma



rede de comunicagao glial (Jurga et al., 2021). Em relagdo as proteinas transmembrana,
outro importante marcador de astrocitos € a aquaporina 4 (AQP4), uma proteina canal
que esta presente nas extremidades dos astrocitos, onde promove a regulacdo do
transporte de dgua através da BHE, em conjunto com a homeostase de ions K (Bozic

et al., 2021; Sharma et al., 2015).

1.1.2. Sistema glutamatérgico

O glutamato ¢ um neurotransmissor essencial para o funcionamento do SNC,
desempenhando um importante papel no metabolismo energético cerebral, em vias de
sinalizagdo e, portanto, na homeostase cerebral (Bélanger et al., 2011; Hertz, 2006). Os
astrocitos sao essenciais nas sinapses glutamatérgicas, uma vez que desempenham um
papel essencial na sua regulacao através da captacdo, metabolismo e liberacao deste
neurotransmissor (Anderson & Swanson, 2000; Schousboe & Waagepetersen, 2005).
Nesse sentido, os niveis extracelulares de glutamato sao regulados principalmente pelos
astrocitos através de dois principais transportadores em roedores: transportador de
glutamato tipo 1 (GLT-1) e transportador glutamato-aspartato (GLAST) (Anderson &
Swanson, 2000). Esses transportadores sao abundantes em astrocitos, mas com
expressao variavel de acordo com o tipo celular e regidao do SNC (Bozic et al., 2021;
Jurga et al., 2021). No entanto, as células astrogliais C6 expressam principalmente o
transportador carreador de aminoacidos excitatérios 1 (EAAC1) (Murphy et al., 2009;
Quincozes-Santos et al., 2017).

Além disso, o metabolismo do glutamato também esta diretamente associado a
GS, uma enzima encontrada predominantemente em astrocitos no SNC, sendo portanto,
um classico marcador astrocitario (Bozic et al., 2021; Jurga et al., 2021). A GS

desempenha um papel fundamental no ciclo glutamato-glutamina, em relagdo a

10



conversao do glutamato em glutamina (Jurga et al., 2021). Considerando o papel da GS
no metabolismo glutamatérgico, alteragdes na sua funcionalidade podem afetar a
concentracdo de glutamato nos astrocitos, prejudicando sua capacidade de captar o
glutamato do meio extracelular (Hertz, 2006). Nesse sentido o declinio na expressao ou

atividade da GS pode estar relacionado a diversas doencas no SNC (Matés et al., 2002).

1.1.3. Fatores troficos

Os fatores troficos sao geralmente peptideos ou pequenas proteinas secretadas
que suportam o crescimento, sobrevivéncia e diferenciacdo das células do SNC
(Poyhonen et al., 2019). Como ja descrito anteriormente, os astrocitos participam do
processo de liberacdo de fatores troficos para o SNC, seja para os neurdnios ou para as
demais células da glia (Bélanger et al., 2011; Kandel et al., 2014; Quincozes-Santos et
al., 2021). Entre os fatores troficos sintetizados e liberados pelos astrocitos, podemos
citar o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), fator neurotrofico derivado de
células da glia (GDNF), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e proteina
S100B que promovem a sobrevivéncia celular, bem como a plasticidade sinaptica
(Matias et al., 2019). Estes fatores tréficos também podem ter como alvo outras células
da glia e/ou células da BHE, participando assim da diferenciacdo, ativagdo e
metabolismo dessas regioes (Farina et al., 2007). Além disso, devido a seu papel de
manutengdo das células do SNC, os fatores troficos também desempenham papéis

significativos durante distirbios neurodegenerativos (Péyhdnen et al., 2019).

2. Estresse oxidativo
O SNC mantém uma alta taxa metabolica e consequentemente uma grande

producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio

11



(ERN) (Salim, 2017), podendo ocorrer frequentemente um desequilibrio entre a
producdo dessas espécies reativas e as defesas antioxidantes (Chen et al., 2020). Neste
sentido, as ERO/ERN podem fornecer um rapido mecanismo de modulagdo para o
estado redox de proteinas de sinalizagdo, canais i0nicos, transportadores e fatores de
transcricdo (Aguilera et al., 2018; Quincozes-Santos et al., 2021). Embora as ERO/ERN
desempenhem fun¢des moduladoras em condigdes fisiologicas, a produgao excessiva
dessas espécies pode contribuir para o desenvolvimento e progressao de quadros
patologicos (Chen et al., 2020; Quincozes-Santos et al., 2021).

Assim, embora os astrocitos em certas condigdes patoldgicas possam ser uma
das principais fontes de ERO/ERN, eles também produzem uma resposta antioxidante
efetiva que colabora e/ou mantém a homeostasia redox do SNC (Chen et al., 2020).
Nesse sentido, a glutationa (GSH) contribui como uma importante defesa antioxidante
cerebral. A GSH pode neutralizar radicais livres de forma nao-enzimatica ou servir de
substrato para a enzima antioxidante glutationa peroxidase (GPx) (Dringen, 2000). A
GSH atua em varios processos celulares para manutencdo redox, metabolismo de
nutrientes, proliferagdo celular e transdugdo de sinal (Aquilano et al., 2014). Além
disso, os astrdcitos apresentam niveis mais elevados de GSH em relacao aos neurénios,
logo desempenham um importante papel na defesa antioxidante do SNC (Bélanger &
Magistretti, 2009; Dringen, 2000).

Os astrocitos também possuem enzimas antioxidantes, como superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), e glutationa redutase (GR) (Chen et al., 2020). Em
conjunto, essas defesas apresentam um papel crucial na homeostase cerebral e a
deplecao delas, assim como o aumento do estresse oxidativo, pode estar intimamente
relacionada a resposta inflamatoria nas células gliais (Lee et al., 2010; Quincozes-

Santos et al., 2021).
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Em uma situagdo de dano oxidativo, pode ocorrer a indu¢ao de uma importante
proteina, a heme oxigenase 1 (HO-1), que participa da defesa celular contra o estresse
oxidativo, além de ser um importante alvo terapéutico correlacionado a estratégias
neuroprotetoras (Jazwa & Cuadrado, 2010). Essa inducao esta relacionada a ativagao
de varios fatores de transcri¢cao, como o fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2
(Nrf2) (Bolafos, 2016). Mudangas no balango redox também estdo associadas ao
coativador 1-alfa do receptor gama ativado por proliferador de peroxissomo (PGC-1a).
O PGC-la possui multiplos alvos, sendo capaz de simultaneamente induzir a
transcricdo de muitos genes envolvidos no metabolismo energético e homeostase

redox/fun¢ao mitocondrial (Rius-Pérez et al., 2020).

3. Resposta inflamatoria

Estresse oxidativo e inflamag¢ao sdo processos fortemente relacionados, sendo
as células gliais um ponto chave para tal conexao. As respostas inflamatorias em células
gliais podem ser desencadeadas por diferentes estimulos, incluindo padroes
moleculares associados a patogenos (PAMPs), padrdes moleculares associados a danos
(DAMPs), citocinas e outros insultos moleculares (Sofroniew, 2020). Esses estimulos
podem ser reconhecidos por receptores de reconhecimento especificos, em particular
os receptores do tipo 7oll (TLRs), que sdo expressos por células astrogliais e podem
desencadear respostas imunes (Quincozes-Santos et al., 2021; Sofroniew, 2020).

Dessa forma, os astrocitos tém sido reconhecidos como componentes essenciais
da imunidade inata do SNC porque expressam muitos receptores de reconhecimento de
padrdes, sendo capazes de detectar e responder a uma ampla gama de danos e sinais
moleculares de patogenos (Han et al.,, 2021). Os astrocitos também secretam

mediadores inflamatorios, incluindo citocinas, quimiocinas e prostaglandinas, que
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medeiam a comunicacdo com outras c€lulas neurais durante as respostas imunes. Essa
afinidade de mediadores inflamatorios impactara o ambiente circundante, participando
na ativagao inflamatoéria de outras células gliais e no recrutamento de células imunes
periféricas (Han et al., 2021). Além disso, essas células produzem interferons
(especialmente interferon tipo I — IFN, também chamado de IFN-o/B) e expressam seus
receptores (Colombo & Farina, 2016).

Durante o processo inflamatério também ocorre a inducao de importantes
fatores de transcricdo, como o fator nuclear da cadeia k de linfocitos B (NFxB). A
ativacdo do NF«B ¢ essencial na regulagdo de diversos genes que abrangem processos
fundamentais em astrocitos, como resposta a danos, controle metabolico, captacao do
glutamato e resposta imune (Dresselhaus & Meffert, 2019). Sob a media¢ao do NF«B,
as células astrogliais participam da resposta inflamatdria cerebral por meio da sintese e
liberagao de varios mediadores inflamatorios, incluindo o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), interleucinas (IL), quimiocinas e prostaglandinas (Jensen et al., 2013). A
liberacao de TNF-a ¢ o primeiro sinal para outros mediadores que atuam na fase aguda
da resposta inflamatoria, como a interleucina 1B (IL-1B) (Zelova & Hosek, 2013). A
IL-1B, assim como a IL-6, além de atuarem ativando outros mediares inflamatdrios,
também atuam na inducao da resposta imune sistémica (Jensen et al., 2013; Zelova &
Hosek, 2013).

Além disso, varios mecanismos celulares podem ser ativados em resposta a este
processo inflamatorio, incluindo a expressao das enzimas ciclo-oxigenase 2 (COX-2) e
oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) (Colombo & Farina, 2016; Jensen et al., 2013).
Dentro desse contexto também podem ocorrer alteragdes em relacdo ao sistema
adenosinérgico. A adenosina estd envolvida em diversas fungdes durante processos

inflamatoérios, desde a inibicao da ativagdo de leucodcitos até protecao tecidual (Boison
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et al., 2010). Seus efeitos sao mediados pela interagdo e ativagao dos receptores
adenosinérgicos: A1, Aza, Ao, Az € essa ativagdo no SNC estd associada a fungdes
como aumento de comunicagdo neurdnio-glia e redugcdo do processo inflamatoério
(Boison et al., 2010; Hasko et al., 2008).

Nesse contexto, uma regido cerebral bastante relevante relacionada com a
resposta inflamatoria € o hipotalamo. O hipotalamo, como descrito acima, pode integrar
sinais periféricos e participar da geracao e manuten¢ao da inflamacao cronica, além de
responder e se adaptar a estressores externos, assim como responder a uma
heterogeneidade de imunomoduladores, como o IFN (Burfeind et al., 2016; Hori et al.,
1998). Portanto, astrocitos hipotalamicos podem ser células chave na resposta
inflamatoria, particularmente por que eles podem promover o reparo ou exacerbar tais
acoes, impactando diretamente a homeostasia do SNC (Colombo & Farina, 2016).

Assim, os astrocitos podem surgir como importantes alvos terapéuticos para
atenuar diferentes processos inflamatorios, uma vez que respostas inflamatorias
excessivas e cronicas estdo associadas a diversos processos patologicos do SNC
(Quincozes-Santos et al., 2021). Neste sentido, astrocitos hipotalamicos vem ganhando
significativo destaque no campo da Neurociéncia nos ultimos anos (Camandola, 2018;

Chao et al., 2022; Chowen et al., 2016).

4. Células astrogliais no processo de envelhecimento

O envelhecimento ¢ um processo bioldgico natural, intrinsicamente relacionado
a alteracdes metabolicas e caracterizado pelo acumulo de danos oxidativos e
inflamatoérios, além de alteragdes na expressao génica e na atividade de diversas vias de
sinalizagdo, que por sua vez impactam nas respostas homeostaticas do organismo

(Jyothi et al., 2015; Liu et al., 2021). Metabolismo e envelhecimento podem afetar-se
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mutuamente e durante o envelhecimento ocorrem mudancas significativas no
metabolismo energético do corpo, onde o hipotdlamo desempenha um papel importante
(Liu et al., 2021). Evidéncias crescentes t€ém destacado um papel critico dos astrocitos
nas funcdes homeostaticas hipotalamicas, particularmente durante o processo de
envelhecimento (Chao et al., 2022; S. K. Kim et al., 2017; C. L. Santos et al., 2018).
Além disso, evidéncias sugerem que insultos microinflamatérios alteram a regulacao
hipotalamica, resultando em desequilibrio metabolico e progressao do envelhecimento
(Cai & Khor, 2019).

Cérebros envelhecidos exibem mudancas heterogéneas na morfologia dos
astrocitos e expressao de GFAP, além de disfungdo da homeostase mitocondrial/redox,
neuroinflamacao, excitotoxicidade e alteracdes no metabolismo da glicose (Jyothi et
al., 2015; Palmer & Ousman, 2018). Durante o processo de envelhecimento, os
astrocitos podem adotar um estado reativo, com aumento na secre¢do de citocinas pro-
inflamatoérias, producdo excessiva de ERO/ERN, assim como eventuais alteracdes na
expressao da GFAP (Douglass et al., 2017; C. L. Santos et al., 2018; Sofroniew &
Vinters, 2010), que potencialmente levam a ocorréncia de neurotoxicidade e
neuroinflamac¢ao (G. Zhang et al., 2013).

Em relagdo ao processo de envelhecimento, os astrocitos maduros apresentam
um aumento geral na expressao de componentes da sinalizagdo inflamatoria e uma
diminui¢do nas vias citoprotetoras (Bobermin et al., 2020; Santos et al., 2018). Além
disso, com a progressao do envelhecimento, a expressao de marcadores de senescéncia,
incluindo p21, também aumenta. A proteina p21 promove a parada do ciclo celular em
células senescentes e a inibi¢do deste marcador ¢ reconhecida como uma importante

forma de tratar patologias relacionadas com a idade (Papismadov et al., 2017).
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5. Células astrogliais e altera¢oes no metabolismo da glicose

Em astrdcitos, as alteragdes do metabolismo da glicose podem induzir uma série
de respostas, como desbalanco redox, inflamagao e alteracdo em vias de sinalizagao que
impactam a homeostase cerebral (Sovrani et al., 2021). Muitos estudos mostram que
altas concentragoes de glicose induzem um aumento da expressao de GFAP (Kiguchi
et al., 2017), sugerindo uma associagdo entre neuroinflamagdo relacionada a
hiperglicemia e alteragao na funcionalidade glial. Além disso, alteracdes significativas
em marcadores astrocitarios foram relatadas em modelos experimentais de
hiperglicemia, incluindo aumento do transportador de glutamato, assim como
diminui¢do na liberacao de S100B e atividade da GS (Nardin et al., 2007; Quincozes-
Santos et al., 2017; Richa et al., 2017).

Neste sentido, vale destacar que a hiperglicemia e alteragdes metabodlicas
observadas em alguns pacientes com diabetes tipo II podem estar associadas a
senescéncia celular. Além disso, complicagdes associadas ao diabetes podem contribuir
para a progressao do processo de envelhecimento (Narasimhan et al., 2021).

A hiperglicemia também esta associada a maior geracdo de ERO/ERN. A
geragao destas espécies reativas ocorre por meio de diferentes mecanismos que incluem
auto-oxidagao da glicose, aumento do fluxo metabolico pela via do sorbitol, geragao de
produtos finais de glicagao avangada (AGEs) e disfun¢do mitocondrial, potencialmente
levando a astrogliose, dano neuronal e perda da integridade da BHE (Giacco &
Brownlee, 2010; Liyanagamage & Martinus, 2020).

Vale destacar que em astrocitos, altas concentragdes de glicose induzem
resposta inflamatoria, por regulagdo e/ou aumento da liberagao de TNF-a, IL-18, IL-4,
IL-6, VEGF e complemento C3 (Quincozes-Santos et al., 2017; Wang et al., 2012; Zhao

et al., 2018) e diminuigdo da citocina anti-inflamatéria IL-10 (Quincozes-Santos et al.,
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2017). Além disso, a alta producdo de AGEs também desencadeia importantes
alteragdes inflamatorias, devido a sua interacdo com receptores de produtos finais de
glicacdo avancada (RAGE) (Chu et al., 2016).

Nesse sentido, o estresse oxidativo ¢ a neuroinflamac¢ao demonstram ter um
papel significativo na fisiopatologia dos distirbios do metabolismo da glicose, sendo a
conexao entre funcdes imune ¢ metabolica caracterizada como imunometabolismo,
onde estimulos inflamatdrios sao capazes de modular a captacao de glicose, assim como
vias metabolicas associadas (Robb et al., 2020). Essas alteracdes metabolicas, por sua
vez, suportam o gasto de energia para a resposta imune. E importante ressaltar que a
sinalizagdo de NF«kB estd no centro da neuroinflamagao induzida por hiperglicemia
(Quincozes-Santos et al., 2017; J. Wang et al., 2012), sendo uma importante via de
sinalizag¢do que conecta inflamagao e estresse oxidativo (Aguilera et al., 2018), podendo
mediar entdo as alteragdes imunometabolicas (Robb et al., 2020).

Com base nesses achados, os astrocitos se mostram como importantes alvos
celulares para estudos de processos fisiopatologicos e estratégias preventivas de

disturbios do metabolismo da glicose no SNC (Sovrani et al., 2021).

6. Células astrogliais e imunossupressao

Como mencionado anteriormente, as células astrogliais sao capazes de sintetizar
e liberar mediadores inflamatorios e expressam importantes receptores imunoldgicos.
Neste sentido, o IFN tipo I ¢ uma citocina pleiotropica que foi originalmente
identificada por suas propriedades antivirais, mas agora ¢ também reconhecido como
regulador da imunidade inata e tém sido implicado na patogénese de um espectro de
disturbios relacionados ao SNC (McGlasson et al., 2015). Os astrdcitos, assim como 0s

neurdnios e outras células gliais, podem produzir IFN tipo I, que por sua vez atua nas
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células via receptor IFNo/BR, levando a ativacdo de vdrias vias de sinalizacao que
induzem a transcricdo de genes pro-inflamatérios (Tan et al., 2021). O IFN também
pode contribuir com a ativagao dos astrocitos (P. Clarke et al., 2019). No entanto, a falta
de receptores de interferon tipo I também pode estar relacionada a progressao de varias
doencas (Axtell & Steinman, 2008; Gonzalez-Navajas et al., 2012).

A produgdo inapropriada ou cronica de IFN do tipo I pelas células do SNC pode
causar uma variedade de doencas, incluindo doengas autoimunes ¢ infec¢des cronicas
e congénitas (Crow et al., 2015; Tan et al., 2021). O hipotalamo também pode responder
auma heterogeneidade de imunomoduladores, como o IFN, que pode alterar a atividade
cerebral para exercer atividade de sinalizagdo sobre o sistema imunoldgico (Rosin &
Kurrasch, 2019). Em astrécitos, o silenciamento da sinalizagcao de IFN resultou em uma
expressao diminuida de quimiocinas € menor numero de células inflamatorias
infiltradas no SNC (Ding et al., 2015).

Camundongos depletados de receptores de interferon tipo I IFNa/BR™ (A129)
que nao possuem componentes-chave da imunidade inata podem ser altamente
suscetiveis a infecgdes e/ou doengas imunologicas (Lazear et al., 2016). No entanto,
esses camundongos possuem outros mecanismos inflamatérios de sinalizagdo para
compensar a auséncia do receptor IFNa/BR.

Dentro desse contexto, muitos estudos se concentram no desenvolvimento de
terapias especificas para o tratamento de diferentes condic¢des fisiopatologicas do SNC,
demonstrando que as células gliais podem representar uma nova base para entender,
prevenir e tratar essas condi¢des. Assim, caracterizar o papel destas células, bem como
identificar alvos terapéuticos, pode contribuir com o desenvolvimento de novas
estratégias de tratamento e prevencdo em futuras terapias (Quincozes-Santos et al.,

2021). Além disso, poucos estudos demostram o papel dos astrocitos hipotaldmicos sob
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imunossupressao, mas acredita-se que eles podem modular a resposta imune para
compensar os efeitos imunossupressores, que podem estar associados a diversas

condicoes/doencas.

7. Glioprotecao e moléculas glioprotetoras

Devido as fungdes reguladoras intrinsecas observadas nos astrocitos, as
alteracdes morfofuncionais destas células estdo intimamente relacionadas a
gliotoxicidade, uma condicdo que envolve alteracdes celulares e moleculares nas
células gliais, podendo mediar efeitos toxicos e afetar neuronios e/ou outras células
gliais. Eventos gliotoxicos, incluindo estresse metabolico, inflamacao, excitotoxicidade
e estresse oxidativo, bem como seus mecanismos relacionados, estdo fortemente
associados a patogénese de doengas neurologicas, psiquidtricas e infecciosas
(Quincozes-Santos et al., 2021). Mesmo em condig¢des clinicas diferentes, a maioria das
doencas do SNC afetam importantes parametros da funcionalidade astrocitaria, tais
como inflamac¢ao, homeostase redox e desbalanco metabdlico e de neurotransmissores.

Por outro lado, temos outra funcdo intrinsicamente ligada a estas células,
também relacionada a homeostase do SNC, a glioprote¢do. Esta fungdo esta associada
a respostas especificas das células gliais, pelas quais elas podem proteger a si mesmas
e/ou aos neuronios, resultando em uma melhora geral do funcionamento do SNC
(Quincozes-Santos et al., 2021). Assim, devido a essas caracteristicas, os astrocitos se
tornaram um alvo de estudos de processos fisiopatoldgicos e estratégias preventivas
para estas condicoes (Figura 1). Moléculas glioprotetoras podem prevenir ou melhorar
disfungdes gliais, representando um potencial alvo para terapias direcionadas a essa

classe celular. Uma variedade de moléculas vem sendo investigada como potenciais
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mediadores de efeitos glioprotetores (Quincozes-Santos et al., 2021; Sovrani et al.,

2021), e o resveratrol ¢ uma dessas moléculas promissoras.

Vias de

sinalizag&o: Atividade
AMPK, NFkB, glicolitica
NRF2 e SIRT1

Resposta Metabolismo da
inflamatéria glicose
Metabolismo do Fungao
glutamato mitocondrial

Produgao de
ERO/ERN

Figura 1. Representagdo esquematica dos principais alvos terap€uticos utilizados nos
estudos de astrécitos em diferentes modelos fisiopatologicos. Adaptado de Sovrani et

al., 2021.

7.1. Resveratrol

O resveratrol (3,4’,5-trihidroxiestilbeno, RSV) ¢ um polifenol da familia dos
estilbenos (Figura 2) sintetizado por uma variedade de plantas, como uvas, amendoins
e mirtilos (Baur & Sinclair, 2006). O isémero trans ¢ considerado mais estavel do ponto
de vista estereoquimico e portanto mais utilizado para avaliagdo de seus efeitos
biologicos (Gambini et al., 2015). Neste sentido, o resveratrol vem sendo intensamente
estudado héa algumas décadas em um grande espectro de areas de investigacao
terapéutica, despertando a atengdo para seu uso em areas de medicamentos e

suplementos alimentares (Kulkarni & Canto, 2015).
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Figura 2. Estruturas quimicas do trans-resveratrol e cis-resveratrol (Gambini et al.,

2015).

O resveratrol possui importantes efeitos biologicos ja descritos na literatura,
sendo reconhecido como uma molécula multialvo devido a sua interagdo direta e/ou
indireta com diferentes alvos moleculares, responséaveis pela modulagdo de diversas
vias de sinalizagdo celular (Malaguarnera, 2019). Os alvos moleculares deste polifenol
podem ser divididos entre aqueles que sao modulados diretamente pela interagdo com
o resveratrol, como a aromatase, ou aqueles que sdo modulados indiretamente através
de alteragdes nos niveis de expressdo, como fatores de transcricdo, mediadores
inflamatorios, enzimas antioxidantes e genes relacionados a senescéncia (Kulkarni &
Cant6, 2015; Malaguarnera, 2019). Os efeitos do resveratrol estdo associados a
diferentes vias de sinalizagdo, que podem influenciar a funcionalidade celular, como
por exemplo os fatores de transcricdo: Nrf2 e NF«kB, bem como as proteinas HO-1,
sirtuina 1 (SIRTI1), fosfoinositideo 3-cinase (PI3K), proteina cinase ativada por
monofosfato de adenosina (AMPK) e receptores de adenosina (Bastianetto et al., 2015;
Bobermin et al., 2019; Quincozes-Santos et al., 2013).

O resveratrol previne danos oxidativos em varias situacdes patoldgicas,

controlando a inflama¢do e mantendo a homeostase redox celular, incluindo em
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astrocitos, onde ¢ capaz de reduzir a reatividade astrocitaria, e por consequéncia o
estresse oxidativo/nitrosativo e a resposta inflamatoria (Bellaver et al., 2016; Bobermin
etal., 2017, 2019; Quincozes-Santos et al., 2013; X. Wang et al., 2020). Além disso, o
resveratrol € capaz de aumentar a liberagao de fatores tréficos, particularmente BDNF
e GDNF, pelos astrocitos sob estimulo inflamatério (Bobermin et al., 2019).
Tratamentos in vitro com resveratrol induziram respostas gliais, como redugdo
da ativacdo microglial, assim como diminuicdo de mediadores inflamatérios e
manuten¢do da homeostase redox apos diferentes insultos estressores (Arus et al.,
2017; Bellaver et al., 2016; Bobermin et al., 2017, 2019; Tufekci et al., 2021; X. Wang
et al., 2020). Em camundongos, a administracdo a longo prazo com resveratrol
apresentou efeitos positivos sobre o metabolismo celular desses animais, através da
ativacdo da SIRT1 e do PGC-1a (Lagouge et al., 2006). Além disso, o tratamento a
longo prazo com resveratrol resultou em melhora cognitiva em animais envelhecidos,
através da diminuicdo na expressao de varias vias pro-inflamatorias no cérebro

(Garrigue et al., 2021).
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JUSTIFICATIVA

A partir dos elementos apresentados na Introducao desta tese, verifica-se que
embora o resveratrol seja descrito como uma importante molécula protetora, os seus
efeitos em células astrogliais relacionados a exposi¢cdo de longo prazo ainda nao estao
totalmente caracterizados. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial
terapéutico da administragao de longo prazo de resveratrol na expressao de marcadores
gliais e vias de sinalizagdo associadas a resposta inflamatdria e a homeostase redox em
modelos experimentais in vitro de envelhecimento, hiperglicemia e imunossupressao.
Com isso, pretendemos estabelecer o potencial glioprotetor do resveratrol nos
diferentes modelos experimentais, demonstrando as alteragdes astrogliais geradas por
cada um dos modelos e ampliando assim a relevancia do resveratrol no contexto de

glioprotecao.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar o potencial glioprotetor do resveratrol e seus mecanismos de acdo em

modelos experimentais de envelhecimento, hiperglicemia e imunossupressdao em

células astrogliais in vitro, focando em parametros metabdlicos, inflamatorios, redox e

mitocondriais.

Objetivos especificos

a.

Verificar o potencial glioprotetor do resveratrol em cultura de astrocitos
hipotalamicos primarios obtidas de ratos Wistar envelhecidos, assim como
avaliar as alteragdes metabolicas, inflamatorias e oxidativas nessas condi¢des;
Analisar os efeitos da exposi¢do ao resveratrol em células astrogliais C6 frente
a elevados niveis de glicose, com foco nas atividades anti-inflamatéria e
antioxidante e potenciais mecanismos subjacentes do resveratrol;

Investigar os potenciais efeitos neuroimunomoduladores e protetores do
resveratrol em culturas de astrocitos hipotalamicos obtidos de camundongos
deficientes do receptor de interferon tipo I (INF-a/B);

Realizar uma revisdao de literatura sobre os mecanismos fisiopatologicos
associados a alteracdes do metabolismo da glicose em astrdcitos, assim como

discutir potenciais moléculas glioprotetoras relacionadas a esses disturbios.
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DISCUSSAO

Os astrocitos desempenham importantes fungdes para manutencdo da
homeostase do SNC, participando do metabolismo de
neurotransmissores/gliotransmissores, da sintese e liberagdo de mediadores
inflamatorios, fornecendo defesas antioxidantes, contribuindo para a formagdo e
manutengao da BHE, assim como realizando a liberagao de fatores troficos (Quincozes-
Santos et al., 2021). Além disso, no hipotdlamo, uma regido crucial do SNC, os
astrocitos destacam-se devido a integracdo de sinais periféricos, além de respostas a
estressores externos e adaptacdes dinamicas em diferentes fases da vida (Rosin &
Kurrasch, 2019; Santos et al., 2018). No entanto, durante processos de estresse
metabolico e envelhecimento, os astrocitos podem passar por mudangas neuroquimicas,
com possiveis alteragdes na expressao de proteinas do citoesqueleto, aumento na
secrecdo de citocinas pré-inflamatorias e produgao excessiva de ERO/ERN (Sofroniew
& Vinters, 2010). Dessa forma, devido a suas agdes tanto em condicdes fisiologicas
quanto patoldgicas, a busca por moléculas que modulem fungdes gliais pode representar
um potencial foco na manutencao da homeostasia do SNC (Quincozes-Santos et al.,
2021). Nesse contexto, nosso grupo de pesquisa tem demonstrado que o resveratrol
regula importantes fungdes astrogliais, particularmente associadas a defesa antioxidante
e resposta inflamatéria (Bellaver et al., 2016; Bobermin et al., 2015, 2019; A. Q. dos
Santos et al., 2006; Quincozes-Santos et al., 2013).

Os efeitos biologicos do resveratrol vem sendo intensamente estudados nas
ultimas décadas em um grande espectro de areas de investigacdo terapéutica,
despertando a atencdo para seu uso como medicamento e/ou suplemento alimentar

(Kulkarni & Canto, 2015; Quincozes-Santos et al., 2021; Sovrani et al., 2021). Neste
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sentido, o resveratrol ¢é reconhecido como uma molécula multialvo devido a sua
interacdo direta e/ou indireta com diferentes alvos moleculares, responsaveis pela
modulagdo de diversas vias de sinalizacdo celular e, consequentemente, efeitos
biologicos, que no caso das células gliais, podem contribuir para redugdo da reatividade
astrocitaria (Bellaver et al., 2016; Bobermin et al., 2017, 2019; Malaguarnera, 2019;
Quincozes-Santos et al., 2013; X. Wang et al., 2020). Assim, o resveratrol se apresenta
como uma molécula promissora para o SNC, ndo somente pela modulagao de vias
oxidativas e inflamatorias, mas principalmente pela multiplicidade de alvos nos quais
essa molécula pode atuar (Miguel et al., 2021).

Corroborando com esses achados, esta tese teve como objetivo avaliar o efeito
do resveratrol sob: 1) condigdes de envelhecimento, em astrocitos hipotalamicos
isolados de ratos Wistar com 1 ano de idade; 2) condi¢des de hiperglicemia em células
C6, uma vez que esta linhagem celular tem sido descrita como um importante modelo
de estudos de funcdo astrocitaria; € 3) condi¢cdes de imunossupressdao, em astrocitos
hipotalamicos isolados de camundongos A129, depletados de receptores de interferon
tipo I (IFNa/BR”). Com isso, esperamos contribuir na elucidagio do potencial
glioprotetor do resveratrol nos diferentes modelos experimentais, demonstrando as
alteragOes astrogliais geradas por cada um dos modelos, ampliando assim a relevancia
do resveratrol no contexto de glioprote¢do. Assim, esta tese estd dividida em quatro
capitulos, sendo que em trés deles avaliamos os efeitos do resveratrol ¢ em um deles
revisamos o potencial do resveratrol e de outros compostos naturais como estratégia
glioprotetora em condigdes hiperglicémicas.

O envelhecimento ¢ caracterizado por um acumulo gradual de processos
oxidativos em biomoléculas e organelas celulares, levando a perda progressiva da

integridade estrutural e funcional das células. Durante o envelhecimento, ocorrem
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mudangas no metabolismo energético do corpo, nas quais o hipotdlamo desempenha
um papel importante (Liu et al., 2021). A regulagdo hipotalamica, por sua vez, pode ser
alterada por insultos microinflamatorios, que resultam em desequilibrio metabolico e
na progressao do envelhecimento (Cai & Khor, 2019). Esses processos envolvem uma
remodelagdo do hipotdlamo, que estd intimamente relacionada a funcionalidade
astrocitaria e alteragdes na transcrigao génica (S. K. Kim et al., 2017; Quincozes-Santos
etal., 2021; C. L. Santos et al., 2018).

Quando analisamos os marcadores gliais em nosso estudo, verificamos que
GFAP foi regulada negativamente apos o tratamento com resveratrol. Como os
astrocitos envelhecidos possuem maior expressdao de GFAP, devido a maior reatividade
observada nessas células (L. E. Clarke et al., 2018; Liddelow et al., 2017), nossos
resultados sugerem que o resveratrol pode proteger os astrocitos da ativacao
relacionada ao envelhecimento. Nesse sentido, outra importante proteina expressa por
astrocitos e que atualmente vem sendo utilizada como marcador astrocitario ¢ a AQP4.
Esta proteina que constitui um canal de dgua que, além de exercer importante papel na
homeostase da dgua no SNC, também esté relacionada a neuroinflamagao e processos
neurodegenerativos (Fukuda & Badaut, 2012; Salman et al., 2021; Yang et al., 2017).
Em estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa, verificou-se uma maior expressao
de AQP4 em astrocitos maduros em comparagao com células neonatais (Bobermin et
al., 2020), demonstrando assim que a regulagdo negativa da AQP4 verificada em nosso
estudo pode estar relacionada ao papel do resveratrol na manutencdo da homeostase
astrocitaria.

Outra importante funcao dos astrocitos na homeostasia do SNC esta relacionada
ao metabolismo do glutamato, uma vez que esse neurotransmissor excitatdrio

desempenha relevante papel no metabolismo energético cerebral (Bélanger et al., 2011;
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Hertz, 2006). Particularmente no hipotdlamo, o glutamato tem sido associado a
regulagao neuroenddcrina € ao comportamento alimentar (Oliet, 2001). No entanto,
esse neurotransmissor pode ser toxico quando permanece em niveis elevados na fenda
sindptica (Maragakis & Rothstein, 2004; Rodriguez-Campuzano & Ortega, 2021), além
disso a hipofung¢ao e regulagdo negativa dos transportadores de glutamato podem estar
associadas a condi¢des patologicas e ao processo de envelhecimento.

O GLAST ¢ um importante transportador de glutamato presente nas células da
glia, mas o principal transportador de glutamato no cérebro ¢ o GLT-1, responsavel por
mais de 90% da captacdo de glutamato (Rodriguez-Campuzano & Ortega, 2021).
Observamos que o tratamento com resveratrol aumentou a expressao de GLAST e
GLT-1 em astrécitos hipotalamicos envelhecidos. O aumento induzido pelo resveratrol
na captagdo de glutamato foi relatado em estudos anteriores do nosso grupo (de
Almeida et al., 2007; A. Q. dos Santos et al., 2006; Quincozes-Santos & Gottfried,
2011), o que pode estar relacionado ao aumento da expressao de transportadores de
glutamato encontrado no presente estudo. E importante notar que a atividade dos
transportadores de glutamato pode ser prejudicada por danos oxidativos (Trotti et al.,
1998) e respostas inflamatorias, que também sdo atenuadas pelo resveratrol (Bellaver
etal., 2014).

Além de aumentar a expressao dos transportadores de glutamato, o resveratrol
também aumentou a expressao da GS, enzima astrocitaria responsavel pela conversao
de glutamato em glutamina (Brusilow et al., 2010). Em trabalhos anteriores de nosso
grupo de pesquisa, demonstramos que a expressao da GS diminuiu em astrocitos
cultivados de maneira dependente da idade, demonstrando que o resveratrol pode atuar
como fator preventivo nesse processo (C. L. Santos et al., 2018; Souza et al., 2015).

Nesse contexto, o metabolismo do glutamato também pode ser modulado por
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glicocorticoides, através da diminuicdo da captacdo de glutamato, assim como da
atividade e expressdao da GS pelos astrocitos (Kazazoglou et al., 2021; Virgin et al.,
1991). Nesse sentido, verificamos uma regulacdo negativa dos receptores de
glicocorticoides apds o tratamento com resveratrol, o que pode representar um
mecanismo adicional pelo qual o resveratrol exerce um papel homeostatico no
metabolismo do glutamato. Além disso, as acdes dos glicocorticoides no hipotalamo
podem fornecer um sinal integrador ligando o estresse com a regulagao da homeostase
energética (Tasker, 20006).

Com a progressao do envelhecimento, a expressao de marcadores de
senescéncia, incluindo p21, também aumenta. A proteina p21 promove a parada do
ciclo celular em células senescentes, e a inibicao desse marcador ¢ reconhecida como
uma importante forma de tratamento de patologias relacionadas a idade (Papismadov
et al., 2017). E importante ressaltar que observamos uma regulagdo negativa da p21
pelo tratamento a longo prazo com resveratrol em astrdcitos hipotalamicos. A
progressao do envelhecimento também ¢ caracterizada por respostas inflamatdrias
(Franceschi et al., 2018). Nesse sentido, astrocitos hipotalamicos derivados de animais
maduros apresentam um perfil pro-inflamatorio (C. L. Santos et al., 2018), podendo
levar a inducao de inflamacao cronica no hipotalamo (Cai & Khor, 2019). O NF«B
possui um papel chave na reatividade dos astrocitos, assim como na inflamagdo
hipotalamica relacionada a idade (Liu et al., 2021; Y. Zhang et al., 2017). A melhoria
de varios aspectos metabolicos tem sido associada a inibicdo do NF«kB, uma vez que
muitas citocinas inflamatérias sao induzidas através desse fator de transcricao. Assim,
aregulacao negativa da expressao de NFxB pelo resveratrol pode ser eficaz na redugao
da microinflamagdo hipotalamica (Cai & Khor, 2019) e nossos achados demonstram

que astrécitos hipotalamicos derivados de animais envelhecidos tratados com
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resveratrol apresentaram uma regulacdo negativa de varios mediadores pro-
inflamatoérios, incluindo TNF-a, IL-1p e COX-2, e uma regulacao positiva da citocina
anti-inflamatoria IL-10. Além disso, verificamos a modulagdo positiva dos receptores
de adenosina, que foram associados anteriormente a atividade anti-inflamatéria
mediada por resveratrol em um estudo do nosso grupo (Bobermin et al., 2019).

Os astrdcitos também podem mediar respostas imunes por meio da expressao
de receptores de reconhecimento de padrdes (Sofroniew, 2020). Em doencas
neurodegenerativas e lesdes do SNC, ligantes endogenos e exdgenos desencadeiam a
sinaliza¢do de TLR, levando a transcri¢ao de citocinas inflamatorias (L. Li et al., 2021).
Assim, a regulacao negativa de TLR4 apos o tratamento com resveratrol pode estar
associada a uma modulagao negativa de respostas inflamatorias.

Além disso, o resveratrol diminuiu a expressao de S100B, que pode atuar como
um fator extracelular que ativa o RAGE (Donato et al., 2009). A ativagao de RAGE por
seus ligantes induz a liberagdo de citocinas, interleucinas e aumento da producao de
espécies reativas de oxigénio nas células gliais, promovendo mudangas na regulagao
redox (J. Kim et al., 2012). No entanto, estudos recentes demonstram que a ativacao do
RAGE também contribui para a comunicagdo neurdnio-astrocito (Kamynina et al.,
2021).

O processo de envelhecimento leva a disfungdo mitocondrial e desequilibrio da
homeostase redox, com envolvimento significativo dos estresses oxidativo e nitrosativo
(Cobley et al., 2018; Palmer & Ousman, 2018). Nesse sentido, as defesas antioxidantes
relacionadas as células gliais apresentam papéis importantes para a protecao e reparo
do cérebro e sdo essenciais para controlar a homeostase energética (Douglass et al.,
2017). O sistema antioxidante astrocitario também envolve a sintese de GSH, que

depende da enzima glutamato-cisteina ligase (GCL). E importante ressaltar que os
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neurdnios sao dependentes da GSH astrocitaria para sua propria defesa antioxidante
(Mulica et al., 2021). Em nosso estudo, verificamos um aumento na expressao de PGC-
lo e GCL, assim como SOD1 e SOD2, indicando melhora das defesas antioxidantes
em astrocitos hipotalamicos de ratos Wistar envelhecidos pelo tratamento com
resveratrol. Além disso, cérebros envelhecidos apresentam niveis mais elevados de poli
(ADP-ribose) polimerase-1 (PARP) e iNOS (Cobley et al., 2018; Jeong et al., 2018), os
quais foram regulados negativamente em nosso modelo experimental, refor¢cando a
a¢ao antioxidante do resveratrol.

As vias de sinalizagdo atuam como reguladores chave da sobrevivéncia celular
e das respostas a diferentes estimulos, fisioldgicos e/ou patologicos. O resveratrol pode
ser eficaz para prevenir alteracdes funcionais de astrocitos relacionadas a idade por
diferentes vias de sinalizacdo, incluindo Nrf2/HO-1, PI3K/Akt, AMPK ¢ NF«xB
(Bastianetto et al., 2015; Bellaver et al., 2016; Bobermin et al., 2019; Quincozes-Santos
etal., 2013). O Nrf2 ¢ um fator de transcri¢ao essencial responsivo a sinais metabolicos,
inflamatérios e redox, atuando como mecanismo regulador da homeostase desses
sistemas. A HO-1, cuja expressao génica pode ser regulada pelo Nrf2, atua na producao
de respostas celulares em condicdes estressoras (Hayes & Dinkova-Kostova, 2014;
Quincozes-Santos et al., 2013). Nossos dados corroboraram com esses mecanismos,
uma vez que o tratamento com resveratrol foi capaz de aumentar a expressao de Nrf2 e
HO-1. SIRT1 e PI3K, que representam importantes efetores metabdlicos, também
foram regulados positivamente pelo resveratrol, potencialmente participando da
resposta glioprotetora induzida em astrocitos hipotalamicos (Sarubbo et al., 2018; Zia
et al., 2021). Nesse sentido, a diminui¢do da expressdo de AMPK também estd de

acordo com esses dados, uma vez que a AMPK esta diretamente associada a sinalizagao
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do NF«B, possuindo um relevante papel na sinalizagdo e regulacao do processo de
envelhecimento (Salminen & Kaarniranta, 2012).

Por fim, o resveratrol ¢ um polifenol com reconhecidas atividades anti-
inflamatoria e antioxidante, bem como com efeitos benéficos descritos em muitos
tecidos, mas o foco de varios estudos com esse composto se baseia na estratégia de
tratamentos agudos. Se considerarmos os tratamentos de longo prazo, eles podem ter
outros efeitos benéficos, como por exemplo uma abordagem preventiva. Estudos
clinicos com pacientes suplementados a longo prazo sugerem que dietas ricas em
polifendis parecem ser uma estratégia nutricional eficaz para varias condig¢des
metabolicas (Hou et al., 2019).

Durante o processo de envelhecimento ¢ frequente o desenvolvimento e/ou
progressao de diferentes desordens metabodlicas. Nesse sentido, o diabetes tipo II
representa a condi¢do metabolica mais comum em idosos, sendo um dos problemas de
saude mais difundido nessas faixas etarias (Longo et al., 2019). A hiperglicemia ¢ as
alteragdes metabolicas observadas em alguns pacientes com diabetes tipo Il podem
estar associadas a senescéncia celular. Além disso, a senescéncia celular induzida pelo
diabetes contribui para varias complicagoes hiperglicémicas (Narasimhan et al., 2021).

Distirbios do  metabolismo da  glicose/hiperglicemia  impactam
significativamente o SNC. Em astrécitos, estas condicdes podem induzir muitas
respostas, incluindo desequilibrio redox, inflamacao e alteracdes em varias vias de
sinalizagdo, impactando significativamente a homeostase cerebral (Sovrani et al.,
2021). Nesses distarbios, o resveratrol ja vem sendo apresentado como uma estratégia
protetora para os danos ocasionados pela hiperglicemia. Em modelos de animais
diabéticos, o resveratrol mostrou efeitos protetores no declinio cognitivo e degeneragao

(Jing et al., 2013; X. Ma et al., 2020; Zheng et al., 2016), incluindo a atenuacao da
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ativagdo astrocitaria no hipocampo (Jing et al., 2013). [n vitro, o tratamento com
resveratrol induziu respostas gliais, como redu¢do da ativagao microglial, bem como
diminui¢ao de mediadores inflamatérios e manutencao do estado redox apds diferentes
insultos em células astrogliais (Bellaver et al., 2016; Bobermin et al., 2017, 2019; X.
Wang et al., 2020). No entanto, os efeitos a longo prazo do resveratrol ainda nao foram
delineados em cé¢lulas astrogliais em condi¢des de hiperglicemia, sendo que quando
administrado em regime de longo prazo in vivo, animais tratados com resveratrol
apresentaram uma melhora no desempenho cognitivo no modelo animal de
envelhecimento, o que poderia contar com os efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes
do resveratrol (Garrigue et al., 2021; Ledn et al., 2017; N. Ma & Zhang, 2022).

O transporte de glicose para as células astrogliais ocorre através do
transportador de glicose 1 (GLUTI1) (Koepsell & Vallon, 2020). Embora nossos
achados tenham mostrado que altos niveis de glicose estimularam a captacao de glicose
nas cé€lulas astrogliais, isso nao foi acompanhado por uma regulacao positiva da
expressao de GLUT1, indicando um efeito na atividade do transportador pela maior
disponibilidade de substrato. E importante ressaltar que o resveratrol diminuiu os niveis
de RNAm de GLUT1 em condigdes de alta glicose e manteve a captacdo de glicose
semelhante a observada em condigdes de controle (niveis normais de glicose). Assim,
esses resultados indicam que o resveratrol pode evitar uma entrada excessiva de glicose
nas células astrogliais sob altos niveis de glicose. Esses dados estao de acordo com
estudos anteriores, que demonstraram a capacidade do resveratrol em diminuir a
captacao de glicose dependente de GLUT1 (Gwak et al., 2015; Leon et al., 2017).

O metabolismo da glicose no citoplasma astroglial resulta em produtos como
lactato, metilglioxal e glutationa, que modulam receptores e canais nas células neurais

(Bélanger et al., 2011; Gongalves et al., 2019). Em relagdo ao lactato, o resveratrol nao
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impediu o aumento de seus niveis extracelulares, sugerindo que o resveratrol pode atuar
principalmente limitando o transporte de glicose ao invés do metabolismo nas células
astrogliais. O lactato pode ser considerado um fator de sinalizagdo na captacdo de
glicose, uma vez que a diminuicao da sintese de lactato pode sinalizar para a célula a
necessidade de aumento da captacdo de glicose para ser oxidada e fornecer derivados
energéticos para o metabolismo astrocitario e neuronal (Gongalves et al., 2019).

Além do metabolismo da glicose, os astrocitos também participam ativamente
de outra importante cooperacdo metabolica, o ciclo glutamato-glutamina (Bélanger et
al., 2011), no qual captam o glutamato e o convertem em glutamina (Bak et al., 2006).
Estudos anteriores mostraram um aumento da captacdo de glutamato em células
astrogliais expostas a altas concentragdes de glicose (Quincozes-Santos et al., 2017;
Tramontina et al., 2012), o que esta de acordo com nossos dados. No entanto,
observamos que os niveis de RNAm de EAACI foram diminuidos em condi¢des de
alta glicose, independentemente da presenca de resveratrol. Assim, as mudangas na
atividade dos transportadores de glutamato podem estar relacionadas a glicagao
(Tramontina et al., 2012), modulacdo em seu estado redox (Trotti et al., 1998) e sua
translocacdo para a membrana plasmatica (Robinson, 2006). Além disso, a expressao
génica da GS nao foi afetada por nossos tratamentos, mas anteriormente encontramos
uma diminui¢do na atividade da GS sob flutuagdes nas concentragdes de glicose no
meio extracelular de culturas astrogliais (A. Q. dos Santos et al., 2006; Quincozes-
Santos et al., 2017).

Conforme mencionado anteriormente, as células astrogliais participam
ativamente da resposta inflamatéria e sdo capazes de responder a essas citocinas, uma
vez que também expressam seus receptores. De acordo com estudos anteriores,

observamos uma resposta pro-inflamatéria por altos niveis de glicose nas células
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astrogliais C6 (Quincozes-Santos et al., 2017; Sovrani et al., 2021). No presente estudo
demonstramos um importante efeito anti-inflamatério do resveratrol, modulando tanto
a expressao génica quanto a liberagdo de mediadores inflamatorios em condig¢des de
hiperglicemia. Além disso, o resveratrol pode exercer efeito anti-inflamatorio através
da modulagao de IL-10 e COX-2 (Garrigue et al., 2021; Sovrani et al., 2021).

A atividade transcricional do NFkB pode modular a inflamagao, o estresse
oxidativo e a captacao de glutamato, sendo o NFkB um potencial mecanismo molecular
integrador da atividade astrocitaria, inclusive em condigdes de estresse metabdlico
(Ghosh et al., 2011; Quincozes-Santos et al., 2017). Dessa forma, em nosso estudo,
reforgamos seu envolvimento na atividade anti-inflamatoria do resveratrol, uma vez que
o NF«B p65 teve sua expressao reduzida pelo resveratrol per se e sob alta exposi¢ao a
glicose. O inflamassoma NLRP3 e os receptores TLR sdo outros importantes atores
moleculares na sinalizacao inflamatoria (L. Li et al., 2021; Tufekci et al., 2021). Nesse
sentido, a diminui¢ao na expressdo de NLRP3 observada na presenga de resveratrol
pode contribuir para o efeito anti-inflamatorio deste composto (Tufekei et al., 2021). A
regulagao positiva de TLR4 em células astrogliais, como observamos para
hiperglicemia, pode alterar a suscetibilidade das células a estimulos inflamatodrios.
Nesse contexto, ja foi demonstrado que a hiperglicemia pode alterar as vias de
sinalizagdo intracelular na ativacdo do TLR4, potencializando a resposta inflamatoria
(Chistyakov et al., 2019). Nossos dados mostraram que o resveratrol modula as
expressoes de TLR4 e TLR2, corroborando estudos anteriores que sugerem a inibigao
de TLR como uma potencial estratégia terapéutica para neuroinflamacdo e suas
complicag¢des (Ahmad et al., 2018; Haroon et al., 2017).

Niveis elevados de glicose estao classicamente associados a produgdo excessiva

de ERO/ERN e potencialmente a sinalizagdo do NFxB (Gongalves et al., 2019;
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Tomlinson & Gardiner, 2008). Nesse sentido, mostramos que a atividade da SOD foi
levemente diminuida em condi¢des de alta concentragdo de glicose e na presenca de
resveratrol, embora nao tenhamos observado a atividade antioxidante do resveratrol per
se, conforme publicado anteriormente por nosso grupo (Arus et al., 2017; Quincozes-
Santos et al., 2017). No entanto, o resveratrol impediu a diminui¢cdo na expressao de
PGC-1la induzida pela hiperglicemia. O aumento na expressao de PGC-la pelo
resveratrol j& foi descrita anteriormente, onde o aumento na expressao génica foi
acompanhado por um aumento na proteina PGC-1a (Lagouge et al., 2006), que também
desempenha um papel fundamental no controle do metabolismo energético celular
(Katsouri et al., 2012; X. Yang et al., 2017). Assim, ele também pode representar um
importante alvo molecular nos efeitos glioprotetores do resveratrol contra estimulos
neurotoxicos associados a hiperglicemia.

A hiperglicemia aumenta a produgdo de 6xido nitrico através do aumento na
expressao ¢ atividade da iNOS em modelos animais, potencializando o estresse
oxidativo/nitrosativo (Richa et al., 2017; P. Yang et al., 2010). Além disso, o aumento
da expressao de iNOS nas cé¢lulas gliais representa uma marca registrada da
neuroinflamacao, outro evento comum associado a distirbios do metabolismo da
glicose (Moreira et al., 2007; Richa et al., 2017; Sovrani et al., 2021). Nesse sentido,
foi proposto que a modulacdao da expressdao de iNOS pode ter um efeito protetor na
lesdo neuronal e glial (Song et al., 2017) e, de fato, observamos que o resveratrol
impediu o aumento na expressao de iNOS em células astrogliais.

Alteragoes na sinaliza¢ao de Nrf2 e HO-1 foram relatados no cérebro de animais
submetidos a modelos de diabetes mellitus (Moreira et al., 2007; Sajja et al., 2017). Em
nosso estudo, o resveratrol aumentou a expressao génica de Nrf2 e HO-1, além de

proteger a regulacao negativa de Nrf2 induzida pela hiperglicemia. O resveratrol tem
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sido considerado um importante indutor de Nrf2, que medeia respostas citoprotetoras
ativando a expressao de genes como HO-1, SOD e EAACI (Hayes & Dinkova-
Kostova, 2014) e a supressao da sinalizagdo de NFxB (Ahmad et al., 2018). Assim, a
sinalizagdo Nrf2/HO-1 tem sido relatada como mediador chave dos -efeitos
glioprotetores do resveratrol, pois confere resisténcia celular em condicdes estressoras
(Arus et al., 2017; Bobermin et al., 2022; Quincozes-Santos et al., 2013; Wakabayashi
et al., 2010).

Assim, através de nossos resultados, podemos observar o potencial glioprotetor
do resveratrol administrado a longo prazo em culturas de células astrogliais C6 em
condigdes de hiperglicemia, através da modulacao de importantes alvos moleculares
associados a glioprotecao, como PGC-1la, NFkB e Nrf2. Além disso, nossos dados
refor¢am as células astrogliais como alvos celulares para estratégias de protecao contra
varias condi¢gdes neurotoxicas, incluindo distarbios do metabolismo da glicose.

A resposta astrocitaria pode promover a homeostase celular ou exacerbar
algumas respostas inflamatérias no SNC, dependendo do momento e do contexto
molecular (Colombo & Farina, 2016). A resposta dos astrocitos envolve alteragdes
fenotipicas e moleculares que podem indicar a progressdao de varias patologias
cerebrais, incluindo condigdes inflamatorias € o IFN pode contribuir para a ativagao
dos astrocitos (P. Clarke et al., 2019; Escartin et al., 2021). Embora os mecanismos de
resposta astrocitaria em alguns contextos ja estejam bem delineados, ainda nao se sabe
claramente como essas células respondem sob condig¢des de delecao da sinalizagdo do
receptor de um desses importantes fatores, o IFN.

O IFN ¢ um mediador chave da resposta imune inata e adaptativa, que foi
identificado por suas propriedades antivirais, mas agora também tem sido associado a

patogénese de um espectro de disturbios do SNC (McGlasson et al., 2015). Os
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astrocitos, assim como os neurdnios e outras células gliais, podem produzir IFN tipo I,
que por sua vez atua nas células via receptor [IFNo/BR, levando a ativagdo de varias vias
de sinalizacao que induzem a transcricdo de genes pro-inflamatorios (Owens et al.,
2014; Tan et al., 2021).

A produgdo inapropriada ou cronica de IFN do tipo I pelas células do SNC pode
causar uma variedade de doencas, incluindo doengas autoimunes ¢ infec¢des cronicas
e congénitas (Crow et al., 2015; Tan et al., 2021). Estudos tem demonstrado que a
ativacdo na sinalizacdao do IFN tipo I pode conferir maior resisténcia a infecgao viral,
mas pode causar inflamagao cronica (McGlasson et al., 2015). No entanto, a delecao do
receptor IFNo/BR alterou o fenotipo glial em modelo animal com doenga de Alzheimer
(Minter et al., 2016).

Nesse sentido, nds buscamos caracterizar os efeitos do resveratrol em culturas
primarias de astrocitos hipotalamicos obtidas de camundongos neonatos depletados do
receptor de interferon tipo I (IFNo/BR™), que pode perturbar a funcionalidade
astrocitaria, contribuindo para a progressao de muitas doencas, além de investigar os
efeitos do resveratrol nas alteragdes astrocitarias relacionadas com os modelos
experimentais de envelhecimento e hiperglicemia. Neste sentido, este modelo celular
pode contribuir com a investigacdo de potenciais efeitos neuroimunomoduladores e
protetores do resveratrol, que tém sido associados a supressao da expressao de citocinas
pro-inflamatorias, incluindo IFN-f (Kang et al., 2022).

Em culturas de astrécitos de camundongos IFNa/BR™, o resveratrol aumentou
a expressao de ambos os transportadores de glutamato GLAST e GLT-1, além de
aumentar a expressao de GS. Em estudos anteriores, demonstramos o efeito positivo do
resveratrol na liberacao de glutamato em astrocitos sob ativagao imune induzida por

lipopolissacarideo (LPS) (Bellaver et al., 2015). Assim, reforcamos o efeito glioprotetor
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do resveratrol na homeostase do glutamato sob diferentes condi¢des imunoldgicas in
Vitro.

O resveratrol também foi capaz de diminuir os niveis de RNAm e/ou liberagado
das citocinas pro-inflamatorias TNF-a, IL-1p e proteina quimioatrativa de monocitos-
1 (MCP-1), corroborando com estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa
(Bobermin et al., 2019, 2022). Embora o resveratrol tenha demonstrado diminuir a
producdo de IL-6 (Bobermin et al., 2022; M. . Wang et al., 2001), em astrdcitos
IFNo/BR”- houve um aumento tanto da expressdo quanto da liberagdo dessa citocina. E
importante notar que o IFN tipo I parece desempenhar um papel facilitador na expressao
de IL-6 ¢ os camundongos IFNo/BR”" apresentam uma resposta deficiente de IL-6
(Murray et al., 2015). Particularmente considerando o hipotalamo, a IL-6 regula as
fungdes neuroendocrinas (X. Li et al., 2009). Portanto, o aumento induzido pelo
resveratrol na expressdo e liberagdo de IL-6 em astrocitos IFNa/BR™- pode contribuir
para efeitos protetores. Além disso, o resveratrol diminuiu ndo apenas a expressao de
NF«B, mas também de importantes alvos transcricionais desse fator de transcrigdo,
incluindo citocinas, COX-2, iNOS e p21, sugerindo uma regulagcdo negativa dessa via.
Embora a expressao de p21 tenha sido relacionada a senescéncia celular, seus papéis
imunolégicos também foram descritos (Tusell et al., 2005). E importante notar que
PARP-1 pode promover respostas inflamatorias regulando positivamente a sinalizagao
de NF«kB (Pazzaglia & Pioli, 2019). Além disso, assim como nos demais modelos
experimentais, o resveratrol também modulou os receptores de adenosina nos astrocitos
IFNo/BR™". Assim, a regulacdo negativa desses genes corrobora com a atividade anti-
inflamatoéria do resveratrol (Bobermin et al., 2019).

Processos inflamatérios também podem comprometer o suporte trofico mediado

por astrocitos, que € essencial para a plasticidade e regulagao dos neurotransmissores,
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integridade da BHE e homeostase do SNC (Lima Giacobbo et al., 2019). O resveratrol
regulou negativamente o VEGF que ¢ considerado o principal regulador da
permeabilidade vascular e pode levar a alteragdes de integridade da BHE (Argaw et al.,
2012). No entanto, o resveratrol induziu a liberacio de GDNF, um importante fator
trofico derivado de astrocitos que pode melhorar a fungdo da BHE, além de promover
crescimento neuronal (Hamby & Sofroniew, 2010). O resveratrol também modulou a
expressao e liberacao do fator de crescimento nervoso (NGF), que pode estimular a
resposta glial, incluindo a produgcdo de defesas antioxidantes e mediadores
inflamatérios (Goss et al., 1998). Como a secrecdo de fatores tréficos pode modular
propriedades metabolicas, imunes e antioxidantes dos astrocitos pode-se especular que
os efeitos do resveratrol sobre os fatores troficos podem ser um mecanismo
compensatorio para melhorar a resposta glial em camundongos A129 que tenham a
resposta imune comprometida.

Conforme observado nos demais modelos experimentais, o resveratrol também
foi relatado como um indutor de genes que controlam a homeostase redox, incluindo
GCL, SOD, PGC-1a (Bobermin et al., 2022; Dias et al., 2022; Sovrani et al., 2022).
Verificamos reducao na expressao de PARP e iNOS, que estao relacionadas a danos ao
SNC (Cobley et al., 2018; Jeong et al., 2018). Além disso, o resveratrol aumentou a
expressao da mitofusina, responsavel pela regulacdo dos eventos de fusdo-fissdao
associados a rede mitocondrial (H. Chen et al., 2003). Contribuindo com este efeito
sobre a plasticidade mitocondrial, o resveratrol também regulou positivamente a citrato
sintase, podendo assim contribuir na manutengao do equilibrio redox celular.

Orquestrando esses mecanismos neuroquimicos bioquimicos, particularmente
em relacdo aos mecanismos glioprotetores, observamos os efeitos do resveratrol nas

vias de sinalizacdo Nrf2, HO-1, SIRT1, PI3K e Akt. Além das vias j& descritas
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anteriormente nos demais modelos experimentais, SIRT1 e PI3K/Akt representam
importantes efetores metabolicos e t€ém implicagdes importantes na sobrevivéncia
celular e respostas ao estresse oxidativo (Sarubbo et al., 2018; Zia et al., 2021). Nesse
sentido, as expressdes génicas moduladas pelo resveratrol em astrocitos hipotalamicos
IFNo/BR™" podem sugerir alvos citoprotetores centrais do resveratrol no cérebro,
refor¢ando sua atividade glioprotetora.

Assim, a andlise dos nossos resultados demonstra que o resveratrol possui
mecanismos de acdo glioprotetores comuns nos modelos experimentais avaliados.
Observamos a modulag¢ao vias de sinalizagdo como AMPK, HO-1, NFxB, Nrf2, PGC-
la e SIRTI, além da modulagdo de parametros astrogliais relacionados com a
homeostase celular, como por exemplo, controle do estresse oxidativo, redugdo de
citocinas pro-inflamatdrias e aumento de citocinas anti-inflamatorias nos modelos de
envelhecimento, hiperglicemia e imunossupressao in vitro.

A utilizagdo de moléculas glioprotetoras pode promover prote¢cao melhorando
as fungdes gliais e evitando toxicidade em diferentes condi¢des. Embora o resveratrol
tenha demonstrado importantes efeitos glioprotetores ¢ importante destacar outras
moléculas naturais como carotenoides, catequinas, isoflavonas, acido lipoico,
polissacarideos e sulforafane que demonstraram ser efetivas estratégias glioprotetoras
em condi¢des de hiperglicemia (Sovrani et al., 2021). Assim, nosso artigo de revisao
intitulado Potential Glioprotective Strategies Against Diabetes-Induced Brain Toxicity
contribuiu para reforcar compostos naturais como importantes estratégias
glioprotetoras relacionadas a diabetes e hiperglicemia (Sovrani et al., 2021).
Particularmente em relagdo ao resveratrol, esta revisao demonstrou que a administragao
desta molécula resultou em melhora de importantes parametros funcionais em células

astrogliais, reforcando assim, seu potencial glioprotetor.
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Além disso, evidéncias clinicas de pacientes em uso de suplementos alimentares
ou nutricionais sugerem que dietas ricas em polifenodis, como por exemplo a dieta
mediterranea, podem ser uma estratégia nutricional eficiente contra o processo de
envelhecimento e doengas neurometabolicas (Hou et al., 2019).

Como os distarbios neuroldgicos sdo a principal causa de incapacidade e a
segunda principal causa de morte em todo o mundo, o aumento do nimero de pessoas
acometidas por tais condigdes implica na necessidade de recursos e politicas publicas
substancialmente aumentados para o manejo de portadores de doengas neuroldgicas
(DiLuca & Olesen, 2014; Feigin et al., 2019). A carga de distirbios neurologicos €
grande e crescente, representando um desafio para a sustentabilidade dos sistemas de
saude e, embora haja uma grande quantidade de conhecimento disponivel sobre o
manejo dessas condigdes, a intervengao e reducao dessa carga se faz necessaria através
do desenvolvimento de novas terapias e/ou estratégias de prevengao (Feigin et al.,
2019), como por exemplo o resveratrol, que apresentou importantes efeitos
glioprotetores descritos neste estudo.

Por fim, esta tese evidenciou que a modulacdo dos astrocitos também pode
representar um alvo potencial para terapias, uma vez que a manutengdo da
funcionalidade dos mesmos e suas propriedades protetoras endogenas sdo essenciais
para a homeostase do SNC, devido a estas células desempenharem papéis importantes
na progressao ou resolucdo de intimeras condicdes cerebrais. Particularmente no
hipotalamo, a disfuncdo astrocitaria e a resposta inflamatoria podem influenciar a
regulagdao do processo alimentar ¢ da homeostasia celular/tecidual, impactando o
metabolismo, a integridade corporal e a imunidade (Guijarro et al., 2006). Esses

achados reforcam o efeito glioprotetor do resveratrol, assim como seus mecanismos

135



adjacentes, e integram uma nova abordagem de tratamento a longo prazo, devido a seu

potencial preventivo-terapéutico.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesta tese a partir da agdo do resveratrol e dos modelos

experimentais avaliados nos permitem concluir que:

O tratamento a longo prazo com resveratrol constitui uma potencial estratégia
glioprotetora;

O efeito glioprotetor do resveratrol foi observado em diferentes modelos
experimentais in vitro com foco nas células astrogliais;

O resveratrol modulou importantes parametros bioquimicos astrogliais que
foram alterados pelo processo do envelhecimento;

Alteragdes no metabolismo da glicose promovem importantes alteragoes
bioquimicas e moleculares em células astrogliais, sendo essas alteragdes
moduladas pelo resveratrol;

Outras moléculas naturais podem representar importantes estratégias
glioprotetoras frente a condi¢des de hiperglicemia;

O resveratrol foi capaz de modular genes associados a funcionalidade e resposta
inflamatoria dos astrocitos hipotalamicos de camundongos imunossuprimidos;
Os mecanismos de agdo do resveratrol nos modelos experimentais avaliados
corroboram com aqueles ja descritos na literatura, incluindo a modulagao das

vias de sinalizacado: AMPK, HO-1, NFxB, Nrf2, PGC-1a e SIRT1.
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PERSPECTIVAS

e Desenvolvimento de novas estratégias glioprotetoras com moléculas naturais;

e Estudos em cultura de células focados em mecanismos bioquimicos utilizando
inibidores nas principais vias de a¢ao do resveratrol;

e Novas abordagens para a investigacao da utilizacdo do resveratrol como uma
estratégia glioprotetora a longo prazo, como estudos in vivo com administragao

de resveratrol em roedores.
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Abstract

Glial cells (astrocytes, oligodendrocytes and microglia) are critical for the central nervous system (CNS) in both physiological
and pathological conditions. With this in mind, several studies have indicated that glial cells play key roles in the development
and progression of CNS diseases. In this sense, gliotoxicity can be referred as the cellular, molecular, and neurochemical
changes that can mediate toxic effects or ultimately lead to impairment of the ability of glial cells to protect neurons and/
or other glial cells. On the other hand, glioprotection is associated with specific responses of glial cells, by which they can
protect themselves as well as neurons, resulting in an overall improvement of the CNS functioning. In addition, gliotoxic
events, including metabolic stresses, inflammation, excitotoxicity, and oxidative stress, as well as their related mechanisms,
are strongly associated with the pathogenesis of neurological, psychiatric and infectious diseases. However, glioprotective
molecules can prevent or improve these glial dysfunctions, representing glial cells-targeting therapies. Therefore, this review
will provide a brief summary of types and functions of glial cells and point out cellular and molecular mechanisms associ-
ated with gliotoxicity and glioprotection, potential glioprotective molecules and their mechanisms, as well as gliotherapy.
In summary, we expect to address the relevance of gliotoxicity and glioprotection in the CNS homeostasis and diseases.
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Abstract

Astroglial cells play important roles in maintaining central nervous system (CNS) homeostasis. The neurotoxin p-N-
methylamino-L-alanine (BMAA) has usually been associated with neurodegeneration due to its toxic effects on neurons.
However, little is known about the effects of BMAA on astroglial cells. Resveratrol, a natural polyphenol, represents a
potential protective strategy against brain injuries. In the present study. we sought to investigate BMA A-induced astroglial
dysfunctions and the glioprotective roles of resveratrol. BMAA did not impair astroglial cellular viability, but increased
glutamate uptake, glutamate metabolism into glutamine, and reactive oxygen species production, while decreased glutathione
(GSH) and superoxide dismutase (SOD )-based antioxidant defenses and triggers an inflammatory response. In contrast, res-
veratrol was able to prevent most of these BMAA-induced functional changes in astroglial cells. Moreover, both BMAA and
resveratrol modulated the gene expression of molecular pathways associated with glutamate metabolism, redox homeostasis,
and inflammatory response, which characterize their roles on astroglial functions. In this regard, BMAA downregulated
adenosine receptors, peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator 1-alpha (PGC-1a), phosphoinositide-
3-kinase (PI3K), and Akt, while resveratrol prevented these effects and upregulated nuclear factor erythroid 2-related factor
2 (Nrf2) and heme oxygenase-1 (HO-1). Our study, for the first time, demonstrates that BMAA directly impacts key astro-
glial functions, contributing to elucidating the cellular and molecular mechanisms of this toxin in the CNS. In addition, we
reinforce the glioprotective effects of resveratrol against BMAA-induced astroglial dysfunctions.

Keywords BMAA - Resveratrol - Astroglial cells - Astroglial dysfunctions - Glioprotection
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