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Resumo

A depressdo é considerada um problema de salide publica e é uma das principais causas de incapacidade profissional
ou social em todo o mundo. Antioxidantes sdo substancias conhecidas por seus efeitos preventivos ou terapéuticos em
varias doencas, incluindo a depressdo. Esses beneficios podem ser explicados pela capacidade inerente dessas
moléculas de modular as vias de sinalizagéo celular. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos neuroprotetores do
resveratrol em um modelo in vitro de depressdo. Estudos experimentais foram realizados com células gliais U-87 MG
derivadas da linhagem do cérebro humano. Diferentes concentraces de resveratrol foram utilizadas na presenca ou
auséncia de quinurenina, um metabdlito do aminodcido triptofano necessario para a sintese de serotonina. A
viabilidade celular foi avaliada determinando a capacidade das células para reduzir o composto MTT (brometo de 3-
[4,5-dimetiltiazol 2-il] -2,5-difeniltetrazolina), além da avaliagdo morfoldgica celular. Para avaliar o nivel de estresse
oxidativo, as células gliais tratadas foram submetidas ao teste TBARS para quantificar a peroxidacéo lipidica. Doses
de quinurenina de 100 e 200 uM foram citotoxicas, reduzindo a viabilidade das células gliais e alterando a morfologia
celular. Essa reducdo foi acompanhada por aumento do dano oxidativo aos lipidios. O resveratrol (10 pM) se mostrou
preventivo na manutencao da viabilidade das células gliais quando tratadas com quinurenina 100 uM. Os resultados
poderdo colaborar para o entendimento dos mecanismos envolvidos na depressao, contribuindo com o novo enfoque
da capacidade dos polifenois, compostos naturalmente encontrados na dieta, em tornarem-se agentes terapéuticos
adjuvantes para o tratamento de distarbios neuropsiquiatricos.

Palavras-chave: Antioxidantes; Polifendis; Resveratrol; Depressdo; Estresse oxidativo.

Abstract

Depression is considered a public health problem and is one of the main causes of professional or social disability
worldwide. Antioxidants are substances known for their preventive or therapeutic effects on various diseases,
including depression. These benefits can be explained by the inherent ability of these molecules to modulate cell
signaling pathways. This study aimed to evaluate the neuroprotective effects of resveratrol in an in vitro model of
depression. Experimental studies were performed with U-87 MG glial cells derived from the human brain lineage.
Different concentrations of resveratrol were used in the presence or absence of kynurenine, a metabolite of the amino
acid tryptophan necessary for the synthesis of serotonin. Cell viability was evaluated by determining the ability of
cells to reduce the MTT compound (3-[4,5-dimethylthiazol 2-yl]-2,5-diphenyltetrazoline bromide), in addition to cell
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morphological evaluation. To assess the level of oxidative stress, treated glial cells were subjected to the TBARS test
to quantify lipid peroxidation. Kynurenine doses of 100 and 200 uM were cytotoxic, reducing glial cell viability and
altering cell morphology. This reduction was accompanied by increased oxidative damage to lipids. Resveratrol (10
M) was shown to be preventive in maintaining the viability of glial cells when treated with 100 uM kynurenine. The
results may contribute to the understanding of the mechanisms involved in depression, contributing to the new focus
on the ability of polyphenols, compounds naturally found in the diet, to become adjuvant therapeutic agents for the
treatment of neuropsychiatric disorders.

Keywords: Antioxidants; Polyphenols; Resveratrol; Depression; Oxidative stress.

Resumen

La depresion es considerada un problema de salud publica y es una de las principales causas de incapacidad laboral o
social a nivel mundial. Los antioxidantes son sustancias conocidas por sus efectos preventivos o terapéuticos en
diversas enfermedades, incluida la depresién. Estos beneficios pueden explicarse por la capacidad inherente de estas
moléculas para modular las vias de sefializacion celular. Este estudio tuvo como objetivo evaluar los efectos
neuroprotectores del resveratrol en un modelo in vitro de depresion. Se realizaron estudios experimentales con células
gliales U-87 MG derivadas del linaje del cerebro humano. Se utilizaron diferentes concentraciones de resveratrol en
presencia o ausencia de quinurenina, un metabolito del aminoacido triptéfano necesario para la sintesis de serotonina.
La viabilidad celular se evalué determinando la capacidad de las células para reducir el compuesto MTT (bromuro de
3-[4,5-dimetiltiazol 2-il]-2,5-difeniltetrazolina), ademas de la evaluacién morfoldgica celular. Para evaluar el nivel de
estrés oxidativo, las células gliales tratadas se sometieron a la prueba TBARS para cuantificar la peroxidacion
lipidica. Las dosis de quinurenina de 100 y 200 uM fueron citotdxicas, redujeron la viabilidad y alteraron la
morfologia celular. Esta reduccién estuvo acompafiada por un aumento del dafio oxidativo a los lipidos. Se demostro
que el resveratrol (10 uM) es preventivo en el mantenimiento de la viabilidad cuando se trata con quinurenina 100
MM. Los resultados pueden contribuir a la comprension de los mecanismos involucrados en la depresion,
contribuyendo al nuevo enfoque sobre la capacidad de los polifenoles para convertirse en agentes terapéuticos
adyuvantes en trastornos neuropsiquiétricos.

Palabras clave: Antioxidantes; Polifenoles; Resveratrol; Depresion; Estrés oxidativo.

1. Introducéo

Pesquisas demonstram que muitas doencas estdo relacionadas com alimentacdo. A deficiéncia de nutrientes em
doencas cronicas esta associada a ingestdo inadequada de alimentos essenciais ao longo da vida (Holben & Marshall, 2017).
Os disturbios neuropsiquiatricos fazem parte desse grupo. A depressdo, um dos transtornos mais comuns (de Souza &
Machado-de-Sousa, 2017), € considerada um problema de salde publica, caracterizada por transtornos mentais, sendo uma das
principais causas de inaptiddo profissional e social. Universalmente, estima-se que 300 milhGes de pessoas sdo afetadas por
esta doenca, em maior parte as mulheres sdo mais acometidas do que os homens (World Health Organization, 2017).

O aminoécido triptofano (Trp) é um componente essencial da dieta humana (Katuzna-Czaplifiska et al., 2019). Seu
papel é determinante em muitas fun¢es metabdlicas, especialmente em nivel de sistema nervoso central (SNC). Este pode ser
levado para SNC onde sera convertido em serotonina (Keszthelyi et al., 2012). Uma pequena quantidade de Trp é armazenada
no corpo, sendo necesséria ingestdo diaria de cerca 5 mg/kg corporal para suprir as demandas do organismo, tendo em vista
que se a quantidade for superior a essa ou inferior pode ser prejudicial a saude (Strasser et al., 2016). Os alimentos que
possuem quantidades significativas de Trp sdo: ovos, leite, carne, soja, batata, cereais, brécolis, couve-flor, berinjela, kiwi,
ameixa, banana, nozes, peixes, frutos do mar e tomates (Melhem & Taleb, 2021).

A deficiéncia de Trp pode causar baixos niveis de serotonina e assim favorecer a insdnia (Kaczor & Skalski, 2016),
depressdo, ansiedade (Kikuchi et al., 2021) e também impulsividade, irritabilidade e incapacidade de concentragdo (Roth et al.,
2021), eventos comuns em pacientes com quadro depressivo. Logo, a ingestdo dietética deste aminoécido é considerada de
grande relevancia, uma vez que atua na sintese de serotonina (5-HT) e melatonina (Palego et al., 2016). Esse também € usado
para ajudar a resolver disturbios cognitivos, ansiedade ou doencas neurodegenerativas. Além disso, a reducdo da secregdo de
serotonina esta associada a obesidade, anorexia e bulimia nervosa (Russo et al., 2009) condi¢des que podem acometer o
paciente com depressao.
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Algumas pesquisas revelam o uso de vitaminas e antioxidantes nas condi¢des neuropsiquiatricas tendo resultados
benéficos. A vitamina C, um sinergista de zinco, mantém os recursos antioxidantes do cérebro, atividade sinéptica e
desintoxicacdo em humanos (Gromova et al., 2017). Além das vitaminas, outros antioxidantes ndo enzimaticos sao também
encontrados nos alimentos in natura, como os polifendis.

O resveratrol é um composto polifendlico (trans-3, 4 ', 5-trihidroxiestilbeno) que ocorre naturalmente em alimentos
como uvas, ervas, mirtilo, chocolates e nozes (Malaguarnera, 2019; Meng et al., 2021). Estudos sugerem que este composto
fenolico é um forte antioxidante na atenuacdo do estresse oxidativo, apresentando propriedades anti-inflamatorias, anti
carcinogénicas e neuroprotetoras (Nalagoni & Karnati, 2016). Embora o resveratrol seja um polifenol bastante estudado, seus
efeitos sobre a depresséo ainda sdo pouco conhecidos.

Recentes estudos demonstram uma relagdo entre estresse oxidativo e doencas, incluindo desordens neurologicas,
neurodegenerativas e neuropsiquiatricas, como a depressédo (Salim, 2017). O estresse oxidativo desempenha um papel essencial
no estimulo inflamatdrio, através da ativacéo de diversas citocinas pro-inflamatdrias (Hussain et al., 2016). Uma das hipdteses
que explica a associacdo entre estresse oxidativo, inflamacao e depressdo é o metabolismo da quinurenina. A inflamacéo ativa
a via da quinurenina, um desvio na formacgdo de serotonina a partir de Trp, acarretando em: a) aumento nos niveis de 3-
hidroxiquinurenina (3HQ) e acido quinolinico (AQ), metabdlitos potencialmente neurotdxicos; e b) diminui¢do nos niveis de
acido quinurénico (KynA), um composto altamente neuroprotetor (Anderson & Maes, 2014). Essa mudanga neurotoxica
relativa no equilibrio dos metabolitos da quinurenina tem sido associada a depressao (Cho et al., 2017).

O efeito dos antioxidantes na modulacdo da via metabdlica da quinurenina permanece por ser elucidado. Nesse
contexto, objetivo deste trabalho foi avaliar o possivel efeito do resveratrol na neuroprote¢do de células gliais em modelo in

vitro de depresséo.

2. Metodologia
2.1 Reagentes

Para a realizag8o desse trabalho, foi utilizado resveratrol e L-quinurenina, ambos adquiridos do Sigma-Aldrich Co. St.
(Louis, MO, USA)).

2.2 Linhagem Celular e Desenho Experimental

Os estudos foram realizados utilizando-se como modelo cultura de células gliais U-87 MG (ATTC® HTB-14™)
proveniente de linhagem cerebral humana. A escolha dessa linhagem se deu em fungdo do envolvimento das células da
microglia com a etiologia da depresséo (Jia et al., 2021). A linhagem foi cultivada em meio EMEM (Dulbecco’s modified
Eagle Medim) suplementada com 15% soro fetal bovino inativado, 0,2mg/ml de I-glutamina, 100 Ul/ml penicilina e 100
microgramas/ml de estreptomicina. A cultura foi mantida a 37°C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO,. As células
foram tratadas com L-quinurenina (0,01; 0,1; 1; 10; 100 e 200 pM) na presenca ou auséncia de resveratrol em diferentes
concentragdes (10; 25; 50; 100; 250 e 500 pM) durante 24 horas. Um controle de solvente foi feito na concentragdo de 0,1%
(v/v) utilizando DMSO.

2.3 Viabilidade Celular - MTT
A viabilidade celular da linhagem U-87 MG sob diferente condi¢des de tratamento foi avaliada através da
determinacdo da capacidade das células em reduzido o composto MTT (3-[4,5-dimetiltiazol 2-il]-2,5 difenil brometo de

tetrazolina) de acordo com metodologia descrita por Denizot e Lang (1986). Para isso, as células foram lavadas com tampédo
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PBS e entdo semeadas em 0,1 ml de meio de cultura contendo MTT. Ap0s, as células foram incubadas por 3 horas. A solugao
de MTT foi entdo retirada e os cristais formados foram dissolvidos em 0,1 ml de dimetilsulféxido (DMSO). Os resultados

foram expressos em percentual (%) do controle.

2.4 Andlise de Morfologia Celular
Alteracdes na morfologia celular foram observadas em frascos de cultura apés 24h de diferentes tratamentos. As

imagens foram obtidas utilizando o microscopio invertido (Optiphase-403F, USA).

2.5 Avaliacdo dos Niveis de Estresse Oxidativo

As células gliais tratadas com quinurenina na presenca e/ou auséncia de resveratrol foram submetidas a anélise dos
niveis de estresse oxidativo. Foi realizado a quantidade dos produtos finais da peroxidagdo lipidica, os quais sdo capazes de
reagir com TBARS, formando um produto de coloracdo rosa, que foi lido espectofotometriacamente a 530nm, segundo
metodologia de Wills ED (Wills, 1966). Os resultados foram expressos em nmol de TBARS/mg de proteinas.

2.6 Anélise Estatistica

Os resultados foram expressos em média + desvio padrao de trés testes independentes. As analises estatisticas foram
realizadas utilizando o Statistical Package for the Social Sciences (SPSS, versdo 22.0) para Windows (lllinois, EUA). Os dados
apresentados distribuicdo normal e as possiveis diferencas foram analisadas utilizando anélise de varidncia (ANOVA)

seguindo de pds-teste de Tukey. Os resultados foram considerados significativos para um p< 0,05.

3. Resultados

A viabilidade das células tratadas com quinerunina durante 24h encontra-se na Figura 1.

Figura 1: Viabilidade de células gliais U87 tratadas com concentracdes de L- quinurenina em 24 horas de
exposicdo avaliadas pelo teste de MTT.
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A porcentagem de viabilidade foi calculada pelo nimero de absorbéncia da amostra / absorbancia do controle x 100. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica por ANOVA e pos-teste de Tukey (p <0,05). Fonte: Dados do trabalho elaborado pelos autores.
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Observa-se que as doses de quinurenina até 100 UM néo foram capazes de reduzir significativamente a viabilidade das
células gliais. Por outro lado, em doses mais altas (100 e 200 puM) a viabilidade foi reduzida em 23% (p<0,05). Essa reducao,
no entanto, ndo foi dose-dependente.

As alteracdes da viabilidade observadas pelo ensaio de MTT foram acompanhadas pelas alteragdes morfoldgicas
mostradas nas fotomicrografias (Figura 2). A partir da dose de 100 uM ¢é possivel observadas alteracdes na confluéncia celular

sendo que na dose de 200 UM observa-se reducdo no namero de células.

Figura 2: Fotografias da morfologia das células tratadas com concentracfes crescentes de quinurenina durante 24 horas

Ampliacdo de 40 vezes. Fonte: Autores

A fim de verificar se a reducdo da viabilidade tem relagdo com o estresse oxidativo foi quantificado os niveis de
TBARS, um marcador de danos oxidativos aos lipideos.

Na Figura 3 observa-se que a partir da dose 1 uM de quinurenina houve aumento de 7,16% nos niveis de TBARS em
relacdo ao controle. As concentracBes mais altas testadas (100 e 200 uM) induziram um aumento de 8,81% e 7,98% em
relacdo ao controle, indicando que o efeito da quinurenina ndo é dose-dependente. Esses dados permitem inferir que, embora

tendo manutenc¢do da viabilidade, a célula ja apresenta indicios de danos oxidativos.
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Figura 3: Peroxidacéo lipidica em células gliais U87 tratadas com concentragdes de L-quinurenina
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Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente por ANOVA e pos-teste de
Turkey (p <0,05). Fonte: Elaborado pelos autores.

Na Figura 4 estdo apresentados os resultados de viabilidade celular glial com resveratrol. As células tratadas com as
concentragdes de 10 pM e 25 pM exibiram um aumento na taxa de proliferacdo de 60 a 40% respectivamente. J& as
concentracdes de 50 UM e 100 pM ndo foram citotoxicas, tendo resultados semelhantes ao controle de células ndo-tratadas.

Por outro lado, 250 uM e 500 uM reduziram a viabilidade glial em torno de 50% em relagéo ao controle celular.

Figura 4: Viabilidade de células gliais U87 tratadas com concentra¢des de resveratrol em 24 horas de
exposicao avaliadas pelo teste de MTT.
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A porcentagem de viabilidade foi calculada pelo nimero de absorbancia de amostra / absorbancia do controle x 100. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticas por ANOVA e pos teste de Turkey (p <0,05). Resultados foram normalizados pelo
controle de solvente (DMSO). Fonte: Dados do trabalho elaborado pelos autores.
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Paralelamente, as células gliais tratadas com resveratrol ndo sofreram alterages morfoldgicas significativas nas
menores doses (10, 25 e 50 uM). A partir de 100 uM houve alteracGes na morfologia, com efeito mais expressivo para as doses
250 e 500 uM (Figura 5).

Figura 5: Fotos da morfologia das células tratadas com concentrac8es crescentes de resveratrol
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A partir dos resultados obtidos com quinurenina foi escolhido a dose de 100 uM para as andlises envolvendo o
antioxidante resveratrol. J& para o resveratrol, foi escolhida a dose de 10 uM, que é a dose maxima efetivamente capaz de
aumentar a proliferacdo celular em 50% (ECso) para administrar anteriormente e posteriormente a exposicéo das células com

quinurenina por 24 horas. Esses dados estdo mostrados na Figura 6.
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Figura 6: Viabilidade de células gliais U87 tratadas com resveratrol (RES) 10 uM antes e opds a
exposicao de quinerunina (KIN) 100 pM em 24 horas avaliadas pelo teste de MTT
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Observou-se que o resveratrol manteve a viabilidade glial em 96% antes da exposi¢do a quinurenina 100 pM,
mostrando que a EC de resveratrol é capaz de aumentar a viabilidade, exercendo efeito preventivo. No entanto, o resveratrol
ndo foi capaz de reverter a reducdo da viabilidade induzida pela quinurenina no pds-tratamento, embora tenha mantido a

viabilidade em 78%, sem significancia estatistica.

4. Discusséo

Os compostos fendlicos, dentre eles o resveratrol, amplamente encontrado em alimentos como a uva e seus derivados,
0 cacau e 0 amendoim, sdo considerados excelentes antioxidantes (Galiniak et al., 2019), estando associados a redugdo da
incidéncia de uma série de doencas vinculadas a danos oxidativos, como as desordens do SNC (Visentin et al., 2020; Santos et
al., 2022). As doencas neuropsiquidtricas estdo incluidas nesse grupo. Tais enfermidades geram sofrimento para os individuos
acometidos, para as familias e para a sociedade, tornando-se uma problematica de satide publica.

Uma das doengas neuropsiquidtricas mais comuns é a depressdo. Estima-se que 322 milhdes de pessoas sdo afetadas
por esta doenca, acometendo principalmente o sexo feminino. No Brasil, mais de onze milhdes de pessoas sofrem desse
distarbio, colocando-o na segunda maior posigao entre os paises do continente americano (World Health Organization, 2017).
Mudltiplos fatores contribuem para o risco individual de desenvolvimento da depressdo, variando de fatores genéticos a
comportamento individual e caracteristicas do contexto social de um individuo (Ettman et al., 2022). Além desses fatores, tem
sido especulado que os antioxidantes parecem exercer influéncia nos mecanismos bioquimicos envolvidos com a etiologia da
depresséo, embora 0s mecanismos exatos ainda precisem de mais investigacao.

Um recente trabalho do nosso grupo demonstrou que mulheres depressivas climatéricas apresentaram ingestao

diminuida de compostos fenodlicos. Esses achados sdo importantes, uma vez que tais compostos se correlacionaram
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negativamente com sintomas depressivos (Oliveira et al., 2019). Uma das hip6teses que explicam a associagfes entre
depressdo e estresse oxidativo é o metabolismo da quinurenina, o qual reduz os niveis de serotonina no SNC.

Os efeitos da quinurenina na cultura de células de mamiferos sdo pouco estudados. Um estudo feito com células de
baco murino suplementado com é&cido quinurénico (AQ), um neuroprotetor endégeno produzido na via secundaria da
quinurenina, demonstrou que a dose de 5000 uM de AQ foi citotdxica, tendo reduzido a viabilidade celular pelo ensaio de
MTT em torno de 35% (Mataczewska et al., 2016). Em nosso estudo, foi encontrado uma significancia na reducdo da
viabilidade celular com doses de 100 e 200 uM de quinurenina (substrato para producdo de AQ), sendo, portanto, menores que
as do estudo citado.

A literatura tem demonstrado os efeitos do resveratrol na modulagao de fatores associados a salde, tanto na prevencéao
guando para tratamento complementar de diversas patologias (Rauf et al., 2018; Galiniak et al., 2019; Tian & Liu, 2020). Uma
das maneiras de exercer seus efeitos benéficos é através da minimizacéo dos danos oxidativos.

Dentre as biomoléculas que podem ser lesadas pelas espécies reativas de oxigénio (ERO) estdo os lipidios, moléculas
amplamente distribuidas nas membranas celulares e que podem ser quantificadas pelos niveis de TBARS, um marcador para
avaliagcdo do estresse oxidativo (Czerska et al., 2015). Rana et al. (2016) demonstraram, em modelo animal de depresséo, um
aumento significativo no dano ao lipidico no cérebro dos animais depressivos, confirmando o papel do estresse oxidativo na
depressdo. Um outro estudo, dessa vez conduzido por Gao et al. (2014), investigou os efeitos do resveratrol em culturas de
neurdnios corticais primarios. Os resultados do ensaio MTT indicaram que o resveratrol (50 a 100 pM) protegeu
significativamente os neurdnios da morte celular estresse oxidativo-induzida, corroborando os dados obtidos em nosso estudo.
Adicionalmente, nossos dados estdo de acordo com o estudo de Hu et al. (2017), que demonstrou prote¢do em células
neuronais pré-tratadas com resveratrol quando expostas ao estresse oxidativo.

Em outro estudo recente do nosso grupo demonstramos que o resveratrol, quando administrado na concentracdo de 10
UM em linhagem U87 por 1 hora, é capaz de reduzir a viabilidade neuroglial (Santos et al., 2022). Esse resultado pode ser
explicado pela citotoxicidade exibida por esse polifenol na abordagem aguda, diferentemente de quando utilizado por periodos
maiores, como o empregado no presente estudo. E importante destacar que o tempo de multiplicacdo da linhagem U87 é de
aproximadamente 24 horas, e esse é 0 tempo necessario para que a divisdo celular complete o seu ciclo, dando a oportunidade
de a célula reparar-se ou ndo, dependendo da extensdo do dano.

A partir dos dados obtidos, é possivel inferir que o antioxidante resveratrol (10 puM por 24 horas) modula
positivamente a dindAmica do microambiente glial, podendo representar uma alternativa terapéutica na prevencdo do risco de
desenvolvimento de depressdo associada ao metabolismo disfuncéo de triptofano. Embora promissores, esses resultados ainda

precisam ser validados em modelos in vivo.

5. Concluséo

O presente trabalho avaliou, em células gliais humanas, o efeito do resveratrol na via da quinurenina, um metabdlito
do triptofano que é necessario para sintese de serotonina, neurotransmissor diminuido na depressdo. O resveratrol é um
antioxidante presente em diversos alimentos e exibe efeito neuroprotetor em alguns estudos prévios.

Nesse trabalho foi demonstrado que o resveratrol exerceu efeito predominantemente preventivo, ndo sendo
necessariamente terapéutico. Embora preliminares, os resultados poderdo colaborar para um melhor entendimento dos

mecanismos bioguimicos envolvidos na depresséo.
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