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RESUMO

Os astrocitos sdo células gliais extremamente versateis, que possuem diversas
funcdes no sistema nervoso central (SNC), como por exemplo: manutencdo da
homeostase ibnica, captacdo e liberacdo de diversos neurotransmissores, COmo o
glutamato e o0 &cido gama-aminobutirico (GABA), liberagdo de mediadores
inflamatdrios, participacdo nos sistemas de defesa antioxidante, bem como fazem
parte da barreira hematoencefélica, entre outras func¢des. Para caracterizar
propriedades bioquimicas, farmacologicas e morfologicas das células gliais,
frequentemente utiliza-se a metodologia de cultura de células. Neste sentido,
astrocitos de animais neonatos e adultos respondem de formas diferentes a estimulos,
sendo que astrocitos no cérebro adulto sdo mais organizados e possuem conexdes
bem estabelecidas, enquanto os astrécitos de neonatos sdo extremamente plasticos
e possuem um baixo grau de diferenciacdo, além de serem bastante sensiveis a
estimulos téxicos e/ou protetores. Com base nisso, culturas de animais em diferentes
idades e estagios de maturacdo ajudam a elucidar o papel dos astrocitos nos
processos do envelhecimento cerebral e/ou da fisiologia do cérebro adulto. O
hipotalamo € uma regido fundamental responsavel pela termorregulacéo e atividades
homeostéticas, como o balanco energético. Assim, inimeros estudos tém mostrado o
importante papel que os astrécitos possuem nas funcdes do hipotalamo, tais como
suporte metabdlico e tréfico aos neurdnios, defesa imunoldgica e deteccdo de
nutrientes. O processo de envelhecimento caracteristicamente pode perturbar a
homeostase do organismo, envolvendo respostas inflamatérias e, consequentemente,
possui relacdo com as disfungdes dos astrécitos hipotalamicos. A remodelacao
astrocitaria corresponde a modificacbes celulares, fazendo com que a célula mude
suas caracteristicas metabdlicas e funcionais, a partir disso, avaliamos a possivel
remodelacdo astrocitaria em culturas de astrécitos hipotalamicos provenientes de
ratos Wistar neonatos e adultos, mediante a troca de meio extracelular entre elas, com
foco em possiveis alteracées funcionais, celulares e moleculares nestas células.
Nossos resultados mostraram alteracdes significativas em parametros metabdlicos e
mitocondriais, como liberacéo de lactato e expressao da enzima citrato sintase (CS),
bem como na resposta inflamatoria, particularmente em relacdo a liberacdo e
expressdo do fator de necrose tumoral a (TNF-a), interleucina-1 beta (IL-1B) e
interleucina-10 (IL-10). Outros efeitos modulatorios também foram identificados na
expressao de ciclo-oxigenase 2 (COX-2), fator eritroide nuclear 2 relacionado ao fator
2 (Nrf2), heme oxigenase 1 (HO-1), sirtuina 1 (SIRT1), proteina cinase ativada por
AMP (AMPK) e coativador-1 alfa do receptor gama ativado por proliferador de
peroxissomo (PGC-1a), tal como no marcador de senescéncia p21. Com base nisso,
concluimos que a troca de meio extracelular entre as culturas de astrocitos
hipotalamicos provenientes de animais neonatos e adultos pode modular diferentes
parametros neuroquimicos, celulares e moleculares relacionados ao processo de
envelhecimento. Esta possivel remodelacdo astrocitaria pode contribuir no
entendimento dos processos de envelhecimento no SNC e para o desenvolvimento
de futuras estratégias protetoras.



PALAVRAS-CHAVE: Astrdcitos; Cultura de astrécitos; Envelhecimento; Hipotalamo;
Remodelacgéao celular.



ABSTRACT

Astrocytes are versatile glial cells, which have several functions in the central nervous
system (CNS), such as: maintenance of ionic homeostasis, uptake and release of
several neurotransmitters, such as glutamate and gamma-aminobutyric acid (GABA),
release of inflammatory mediators, participation in antioxidant defense systems, as
well as being part of the blood-brain barrier, among other functions. To characterize
biochemical, pharmacological, and morphological properties of glial cells, cell culture
methodology is often used. In this regard, astrocytes from neonatal and adult animals
can respond differently to stimuli, since astrocytes in adult brain are more organized
and have well-established connections, while neonatal astrocytes are extremely plastic
and have a low degree of differentiation, in addition to being sensitive to toxic and/or
protective stimuli. Based on this, astrocyte cultures from animals at different ages and
stages of maturation help to elucidate the role of astrocytes in brain aging processes
and/or adult brain physiology. The hypothalamus is a fundamental region responsible
for thermoregulation and homeostatic activities such as energy balance. Thus,
numerous studies have shown the important role that astrocytes play in hypothalamic
functions, such as metabolic and trophic support to neurons, immune defense, and
nutrient detection. The aging process can characteristically disturb the body's
homeostasis, involving inflammatory responses and, consequently, is related to
dysfunctions in hypothalamic astrocytes. Astrocyte remodeling corresponds to cellular
modifications, causing the cell to change its metabolic and functional characteristics,
based on this, we evaluated the possible astrocyte remodeling in hypothalamic
astrocyte cultures from neonatal and adult Wistar rats, through the exchange of
extracellular medium between them, focusing on possible functional, cellular and
molecular changes in these cells. Our results showed significant alterations in
metabolic and mitochondrial parameters, such as lactate release and citrate synthase
(CS) expression, as well as in the inflammatory response, particularly regarding the
release and expression of tumor necrosis factor a (TNF-a), interleukin-1 beta (IL-13)
and interleukin-10 (IL-10). Other modulatory effects were also identified in the
expression of cyclooxygenase 2 (COX-2), nuclear factor erythroid 2-related factor 2
(Nrf2), heme oxygenase 1 (HO-1), sirtuin 1 (SIRT1), AMP-activated protein kinase
(AMPK), and peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator-1 alpha
(PGC-10), as well as in the senescence marker p21. Based on this, we conclude that
the exchange of extracellular medium between hypothalamic astrocyte cultures from
neonatal and adult animals can modulate different neurochemical, cellular and
molecular parameters related to the aging process. This astrocyte remodeling may
contribute for understanding the aging processes in the CNS as well as to future
protective strategies.

KEYWORDS: Aging; Astrocytes; Astrocyte cultures; Cell remodeling, Hypothalamus.



LISTA DE ABREVIATURAS

AMPK
ATP
BHE
Ca2*
CS
COX-2
ERO
GABA
GCL
GFAP

GLAST

GLT-1
GLUTs
GS
GSH
HO-1
IL-1B
IL-10
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1 INTRODUCAO

1.1 HIPOTALAMO

Dentre as diversas regides cerebrais fundamentais para a homeostase do
organismo, o hipotalamo, localizado no diencéfalo, possui destaque por ser uma das
areas mais conservadas do cérebro, compreendendo circuitos neurais especificos
com importantes funcdes para a existéncia da vida (Saper e Lowell, 2014). Dentre
algumas de suas funcbes estdo: termorregulagédo, ritmo circadiano, metabolismo
energético e equilibrio eletrolitico (Saper e Lowell, 2014; Schneeberger, Gomis e
Claret, 2014). Todos esses processos estao diretamente ligados a regulacdo da
homeostase e possuem uma alta capacidade de ajuste frente a alteracdes tanto
rapidas, quanto de longo prazo (Chowen et. a., 2016). Esta capacidade adaptativa
torna o hipotdlamo uma importante regido com habilidades plasticas durante o periodo
de desenvolvimento, assim como na idade adulta (Santos et. al., 2018).

Os constantes processos funcionais do hipotdlamo derivam da integracédo de
sinais advindos tanto da periferia do organismo, quanto das demais regides cerebrais
e, com base nisso, o hipotdlamo respondera com estimulos adequados. As diversas
conexdes hipotalamicas fazem com que esta regido possua diversos tipos celulares
com caracteristicas funcionais distintas, particularmente neurdnios e astrocitos, que
regulam diversos processos homeostaticos (Saper e Lowell, 2014). Portanto, as
células neuronais e gliais permitem que processos hipotalamicos possam ocorrer de
forma coordenada e ajustada (Coll e Yeo, 2013).

Como mencionado anteriormente, uma das principais func¢des do hipotalamo é
ser um centro regulador do metabolismo, intermediando diversos processos atraves
de uma regido especifica chamada nucleo arqueado, pela qual regula o balanco

energético. Através do nucleo arqueado, o hipotalamo identifica sinais de diversos
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horménios na corrente sanguinea, tais como grelina, insulina e leptina, modificando e
regulando o metabolismo, e com isso, 0s processos de balanco energético a fim de
promover os ajustes necessarios para manutencdo da homeostase (Cornejo et. al.,
2016).

Por sua crucial localizacdo, o hipotalamo parece ser a principal area que
detecta glicose no cérebro, sendo a primeira area suprida com sangue arterial (Leloup
et. al., 2016). Vale destacar que a glicose € o principal substrato energético das
células neurais. O catabolismo da glicose, além de proporcionar o pleno
funcionamento das funcdes cerebrais, promove funcdes protetoras contra diversas
situacdes como estresse oxidativo e produtos toxicos (Muraleedharan e Dasgupta,
2021). Dentre os sensores metabdlicos que atuam na regulacdo energética,
possuindo atuacéo periférica e central, destacam-se a proteina cinase ativada por
AMP (AMPK) e a sirtuina 1 (SIRT1). A ativacdo da AMPK tem relacdo direta com a
razdo AMP/ATP e, consequentemente, ativa vias geradoras de ATP enquanto inibe
vias consumidoras de ATP (Voss et. al., 2020). No hipotalamo, a AMPK apresenta
funcdes de regulacédo de ingestdo e gasto energético (Muraleedharan e Dasgupta,
2021), ou seja, esta diretamente relacionada ao metabolismo, sendo um sensor de
energia. Além disso, possui um papel importante na prevencédo da senescéncia, assim
como do processo de envelhecimento (Chen et. al., 2020).

Ja a SIRT1 também atua como sensor de energia intracelular sensivel a relacao

NAD*/NADH, sendo uma enzima classificada como uma histona desacetilase
dependente de NAD*. Entre suas fun¢cbes destacam-se: metabolismo, homeostase

mitocondrial, autofagia, reparo do DNA, entre outras. Com relagao ao sistema nervoso
central (SNC), a SIRT1 é altamente expressa no hipotadlamo (Qadir e Anwar, 2017) e

também esté diretamente relacionada a regulacdo da senescéncia e envelhecimento



celular. Em humanos, a expressdo da SIRT1 é diminuida com a idade em diversos
tecidos, sendo o SNC um deles (Chen et. al., 2020). Assim, o SNC esta sujeito a
alteracdes no metabolismo energético durante o processo de envelhecimento, tendo
o hipotdlamo como influenciador direto neste processo (Tran et. al., 2022).

As alteracdes no balanco energético sdo uma das causas da inflamacao no
hipotalamo (Thuc et. al., 2017) e sabe-se que 0s processos inflamatérios aumentam
com a idade (Santos et. al., 2018). Além disso, a inflamacdo esta diretamente
relacionada ao estado redox celular. Neste sentido, vale destacar que até pouco
tempo atras, as células gliais eram negligenciadas no estudo das funcdes cerebrais,
porém, atualmente, acredita-se que tanto a microglia quanto os astrocitos sao células
fundamentais para os processos regulatorios do hipotalamo (Liu et. al., 2021). Em
camundongos envelhecidos, além do aumento da resposta inflamatoria, foram
identificados astrocitos hipotalamicos reativos e marcadores de senescéncia que
podem contribuir para diversas patologias no SNC (Suda et. al., 2021). Esses
processos sao mediados pelo fator nuclear kappa B (NFkB), que induz a produgao de
citocinas pré-inflamatérias como o fator de necrose tumoral a (TNF-a) (Zhang et. al.,
2013).

Astrécitos hipotalamicos podem responder a alguns horménios metabdlicos e
neuropeptideos, por estarem envolvidos em mecanismos fisiopatolégicos (Chowen,
2016), sendo também suscetiveis a disfuncdes relacionadas com a idade (Salas,
Burgado e Allen, 2020). Assim, o estudo das altera¢gdes no hipotalamo pode contribuir
para o esclarecimento de mecanismos de diversas condi¢cdes neurologicas, devido ao

seu importante papel na regulacao de funcdes cerebrais e periféricas.

1.2 ASTROCITOS



O SNC compreende dois tipos celulares, neurdnios e células gliais (astrécitos,
oligodendrocitos e microglia) e a interacdo entre elas € fundamental para a
manutencdo da homeostasia do SNC (Miller, 2018; Quincozes-Santos et. a., 2021).
Entre as células gliais, os astrocitos sdo as mais abundantes e representam um grupo
de células heterogéneas, com propriedades especificas, incluindo morfologia,
funcionalidade e perfis de expresséo génica (Clasadonte e Prévot, 2018). Em 1895,
Michael Von Lenhossék cunhou o nome astrécito pela morfologia dessas células, que
histologicamente apresentam semelhanca a uma estrela (Verkhratsky et. al., 2021).

Como func¢des dos astrécitos destacam-se: a regulacao de ions extracelulares
e neurotransmissores, como glutamato e acido gama-aminobutirico (GABA),
metabolismo energético, sintese e liberacdo de fatores tréficos, plasticidade sinaptica,
defesa antioxidante, resposta inflamatoria e suporte metabodlico para os neurdnios
(Bélanger, Allaman e Magistretti, 2011; Souza et. al., 2013; Quincozes-Santos et. al.,
2021). Além disso, participam ativamente da comunicacao entre células neurais por
meio de um processo conhecido como gliotransmissdo, o qual esta diretamente
relacionado com alteracdes nos niveis de calcio (Ca?*) citosodlico nos astrocitos
(Chaboub e Deneen, 2013). Estas func¢des tornam os astrdcitos células fundamentais
evolutivamente e para o desenvolvimento do cérebro (Falcone, 2022).

Os astrocitos possuem a capacidade de reagir perante a estimulos, os quais
podem causar mudancas estruturais e bioquimicas, processo que € comumente
chamado de astrogliose reativa (Quincozes-Santos et. al., 2021). A proteina glial
fibrilar acida (GFAP), uma proteina que constitui os filamentos intermediarios dos
astrocitos, € utilizada como um marcador desse tipo celular, tendo sua expressao
aumentada como indicador de astrogliose e correlacionada a doencas e/ou lesdes

cerebrais (Messing e Brenner, 2020). Além disso, dentre outras funcbes da GFAP
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destacam-se processos de regeneracdo e plasticidade sinaptica (Middeldorp e Hol,
2011). Em astrocitos maduros, a GFAP é considerada a principal proteina constituinte
dos filamentos intermediarios, sendo um dos principais componentes do citoesqueleto
(Sukhorukova, Kruzhevskii e Alekseeva, 2015). No entanto, durante o
desenvolvimento, outra proteina de filamentos intermediarios, a vimentina, é
expressa, porém é gradualmente substituida pela GFAP (Bramanti et. al., 2010). Isto
também é identificado no processo de envelhecimento, onde a expressao da GFAP
possui um aumento em relagéo aos astrécitos neonatos (Middeldorp e Hol, 2011).

Ainda referente a sua morfologia celular, os astrécitos possuem um
citoesqueleto de actina que esta diretamente relacionado a diversos processos, como
motilidade, migracéo e adesdao celular (Zigmond, 1996). Acredita-se que rearranjos no
citoesqueleto de actina estejam associados a respostas celulares e bioldgicas
relevantes a inumeros estimulos extracelulares, alterando também funcdes
astrociticas, incluindo a sinalizacdo do Ca?*. Por fim, os astrécitos dispdem de uma
citoarquitetura prépria, permitindo assim, que eles se modifiguem conforme o
ambiente com o intuito de melhor desempenhar as suas fung¢des (Souza, 2013).

Com relagcdo ao seu metabolismo, quando comparado aos neurdnios, 0S
astrocitos possuem um perfil metabdlico considerado mais glicolitico, possuindo uma
baixa taxa de metabolismo oxidativo, devido a sua alta captacdo de glicose pelo
transportador de glicose GLUT1 e uma alta expressdo de enzimas envolvidas na
glicolise. Aléem disso, a glicose pode também ser direcionada para a sintese de
glicogénio, via das pentoses fosfato ou ainda via da hexosamina (Quincozes-Santos
et. al., 2017; Gongalves et. al., 2019). Os astrécitos também possuem uma maior
preferéncia pela conversdo de piruvato a lactato, que sera liberado no meio

extracelular, ao invés da conversao de piruvato em acetil-CoA para a entrada no ciclo
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do acido tricarboxilico (TCA) (Bélanger, Allaman e Magistretti, 2011; Leloup et. al.,
2016).

Os astrocitos hipotalamicos também atuam como sensores metabdlicos
respondendo a estados nutricionais (Santos et. al., 2018), e em camundongos com
superexpressao de SIRTL1, identificou-se aumento significativo na ingestdo de
alimentos, bem como ganho de peso corporal e intolerancia a glicose (Choi et. al.,
2019).

Em relacdo a neurotransmisséo, os astrocitos possuem papel fundamental na
captacao de glutamato, o principal neurotransmissor excitatorio do SNC, sendo estas
células as principais a captarem glutamato através dos transportadores GLAST
(transportador glutamato-aspartato) e GLT1 (transportador de glutamato 1). Portanto,
0 metabolismo do glutamato prevalente nos astrdcitos também esta diretamente
associado a manutencdo dos niveis de glutamato no SNC e prevencdo da
excitotoxicidade (Mahmoud et. al., 2019). Além disso, apds sua captacao, o glutamato
pode ser convertido em glutamina pela enzima glutamina sintetase (GS), um marcador
importante do metabolismo astrocitico (Chaboub e Deneen, 2013), em uma reacgao
dependente de ATP. Dessa forma, a enzima GS possui um papel fundamental na
manutencado da homeostase do SNC, pois também regula a concentracao de amonia,
evitando assim a toxicidade e disfungdes neuroldgicas relacionadas a hiperamonemia.
Indicando a versatilidade dos astrocitos, a captacdo de glutamato também esta
relacionada a manutencdo dos niveis de glutationa (GSH) (Souza et. al., 2013;
Gongalves et. al., 2019). Baseado nisso, a fungéo protetora encontrada nos astrocitos
contra o estresse oxidativo pode se dar por meio da sua atuacdo no metabolismo
antioxidante da GSH. Essa molécula é conhecida por seu papel antioxidante devido

ao grupo sulfidrila da cisteina, um dos aminoacidos formadores da molécula, que
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exerce papel de doador de elétrons (Quincozes-Santos e Gottfried, 2011). Para a
sintese de GSH se faz necesséria a enzima glutamato-cisteina ligase (GCL), etapa
limitante da via (Guo et. al., 2018).

Durante o processo de envelhecimento, naturalmente ocorre aumento da
producado de espécies reativas de oxigénio (ERO) e, consequentemente, de estresse
oxidativo, sendo uma peca importante para doencas associadas a idade, por provocar
diversos danos no tecido cerebral (Palmer e Ousman, 2018). Em algumas doencas,
0s astrécitos possuem a capacidade de produzir diversos mediadores pro-
inflamatorios, como moléculas vasoativas, quimioatraentes, de adesdo e citocinas
(Zhang et. al., 2022). Como descrito anteriormente, acredita-se que 0S processos
inflamatorios sdo mediados pela ativagao do NFkB, que pode induzir a producao de
citocinas pro-inflamatérias, dentre elas TNF-a e interleucina-13 (IL-1B) e, através do
aumento da producao destas citocinas, havera uma estimulacdo para o aumento da
atividade do proprio NFkB (Zhang et. al., 2013). Acredita-se também que o aumento
da resposta inflamatéria hipotalamica envolva a microglia (Zhang et. al., 2013);
contudo os astrocitos desta regido podem provocar mudancas microgliais, resultando
em um ciclo de feedback negativo (Bhusal, Rahman e Suk, 2022).

Dentre as técnicas mais utilizadas e relevantes para o campo da biologia
celular, tem-se a cultura de células. O cultivo de astrocitos € uma importante
ferramenta experimental para a identificacdo das func¢des bioquimicas, celulares,
farmacoldgicas e moleculares desse tipo celular, contribuindo para o melhor
entendimento do SNC (Guttenplan e Liddelow, 2019; Quincozes-Santos et. al., 2021).
Muito do conhecimento sobre a funcionalidade astrocitaria foi obtido com a utilizagéo
de culturas de células de animais neonatos (Souza et. al., 2013). No entanto, como

caracteristica do cérebro em maturacdo, animais neonatos apresentam ceélulas
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neurais com maior capacidade plastica e menor grau de diferenciacdo que animais
adultos e, dessa forma, quando submetidas a estimulos, podem responder de forma
diferente que o tecido adulto (Quincozes-Santos et. al., 2021; Bobermin, 2020; Vizuete
et. al., 2022; Santos et. al., 2023). Estas diferencas podem ser observadas,
principalmente, em termos de funcionalidade celular. Nesse sentido, a cultura de
astrocitos provenientes de cérebros adultos representa uma ferramenta importante no
entendimento das funcdes gliais no cérebro maduro. No entanto, pouco se sabe sobre
o papel dos astracitos hipotalamicos durante o envelhecimento. Recentemente, nosso
grupo de pesquisa padronizou o cultivo de astrocitos hipotalamicos de ratos Wistar na
fase adulta (90 e 180 dias) e no envelhecimento, e varias diferencas na funcionalidade
astrocitaria foram observadas (Santos et al., 2018; Sovrani et. al., 2021; Santos et. al.,
2023).

Baseado nestas diferencas, o meio extracelular proveniente das culturas de
neonatos e de adultos pode conter diversos fatores, tanto téxicos como protetores.
Assim, a troca de meio extracelular (sobrenadante celular) entre culturas de neonatos
e de adultos pode servir para identificar se estes fatores liberados influenciam
parametros celulares, bioquimicos e moleculares. Com isso, a utilizacdo da
remodelacao celular em células do SNC provenientes de animais neonatos e adultos
pode contribuir para melhorar a compreensdo de mecanismos patofisiologicos de
doencas neuroldgicas (Saporta e Rehen, 2014), bem como a melhor compreenséao do

processo de envelhecimento.

1.3 ENVELHECIMENTO

Com o0 avanco da tecnologia e da medicina, a expectativa de vida tende a ser

cada vez maior, gerando, possivelmente, uma sociedade envelhecida. Porém, a
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existéncia de um numero maior de pessoas com o envelhecimento ndo saudavel esta
crescendo com relacéo ao numero de pessoas com o envelhecimento saudavel (Chen
et. al.,, 2020). Até 2050 a estimativa de pessoas acima dos 65 anos ira subir de
aproximadamente 8,2% (dados de 2015) para aproximadamente 15,9% (Mather,
2021). O envelhecimento, apesar de ser um processo natural e inevitavel, possui
caracteristicas distintas de espécie para espécie nos seres Vivos.

O envelhecimento é comumente associado a alteracdes em diversos processos
homeostéticos, tal como diminuicdo de funcBes organicas importantes que podem
levar a maior risco de morte. Campisi et. al. (2019) listam algumas vias e processos
importantes que se alteram durante o processo de envelhecimento, como: via de
sinalizacao semelhante a insulina, sirtuinas e NAD*, mitocéndrias e estresse oxidativo,
senescéncia, inflamacdo crbnica e perda de proteostase. Além disso, durante o
processo de envelhecimento foi constatado que o cérebro humano apresenta algumas
caracteristicas especificas, como a diminuicdo da quantidade de oligodendrécitos
(Fabricius, Jacobsen e Pakkenberg, 2013), diminuicdo da funcdo mitocondrial e
alteracdo na fungéo imune (Bishop, Lu e Yankner, 2010), diminui¢cdo da regulacao do
metabolismo energético, da resisténcia ao estresse, e das fun¢des de autofagia e
estado metabdlico (Liu et. al, 2019). Diversas doencas descritas como
neurodegenerativas sdo associadas ao envelhecimento, como as doengas de
Alzheimer, de Parkinson, de Huntington, entre outras (Azam et. al., 2021).

Neste sentido, a senescéncia celular caracteriza-se por um processo de parada
do crescimento/ciclo celular, identificado no processo de envelhecimento, causando
diversas alteragbes como aumento da inflamacéo, alteracdo da plasticidade,
alteracdes metabdlicas, declinio cognitivo, entre outras (Kuilman et. al., 2010; Gorg et.

al., 2014). Assim, a senescéncia esta diretamente relacionada com uma diminui¢ao
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da capacidade funcional celular. Conhecida por ser um marcador de senescéncia, a
proteina p21 € acumulada durante esse processo, sendo ativadora de vias
relacionadas ao mesmo (Kuilman et. al., 2010). Em culturas de astrdcitos adultos e
envelhecidos, a p21 aparece sendo mais expressa do que em culturas de neonatos,
caracterizando um processo natural durante o envelhecimento (Bobermin et. al.,
2020).

A respeito do processo de envelhecimento astrocitario, identificou-se alteracéo
em diversas funcdes, como o aumento de estresse oxidativo/nitrosativo com
consequente aumento da disfuncdo mitocondrial, aumento da atividade NADPH
oxidase (NOX) e aumento dos niveis de 6xido nitrico sintase induzivel (iINOS) e
superoéxido (Bellaver et. al., 2017), bem como altera¢des nas funcdes da GFAP (Wu,
Zhang e Yew, 2005; Salminen et. al., 2011; Coray, 2016; Clarke et. al., 2018; Palmer
e Ousman, 2018). Assim como as alterac6es dependentes da idade ja destacadas em
diversos perfis neuroquimicos relacionados a fungéo glutamatérgica, a biossintese de
GSH, ao metabolismo de glicose, ao suporte trofico e a resposta inflamatoria (Santos
et. al., 2018). Portanto, durante o processo de envelhecimento podem ocorrer
significativas mudangcas na funcionalidade astrocitaria e sua caracteristica
heterogénea poderia favorecer o processo de envelhecimento.

Com relacdo a funcéo astrocitaria, existe uma alteracdo morfologica em
individuos mais velhos comparados a mais novos (Palmer e Ousman, 2018) mostrada
no hipocampo (Cerbai et. al., 2012), bem como alteragbes em vias de sinalizacao
celular no hipotalamo (Santos et. al., 2018), em proteinas marcadoras de astrocitos e
resposta inflamatoria (Bellaver et. al., 2016).

Os astrocitos possuem a capacidade de identificar e amplificar sinais

inflamatorios, inclusive provenientes da microglia e, a partir disto, desencadear
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diversas respostas inflamatdrias envolvendo a sinalizacdo mediada pelo NFkB, além
dos genes que estdo sob seu controle (Zhang et. al., 2013). A neuroinflamacéo € uma
consequéncia natural no envelhecimento, onde se destacam modificacbes em
diversas vias de sinalizacdo intracelular na promocéo destas respostas inflamatoérias
(Bhusal, Rahman e Suk, 2022). A translocacdo do NFkB para o nucleo aumenta a
expressdo de citocinas pro-inflamatorias, e animais envelhecidos possuem maior
expressdao de NFkB que animais neonatos (Jiang e Cadenas, 2014). A partir do
aumento da resposta inflamatdria, funcdes neuroprotetoras anti-inflamatoérias e
antioxidantes seréo induzidos para atenuar o quadro inflamatario.

A heme oxigenase-1 (HO-1) possui funcdes neuroprotetoras, em condi¢des de
estresse, como hipdxia e estresse oxidativo, com importante papel regulador sobre a
ativacao do NFkB (Quincozes-Santos et. al., 2014; Arus et. al., 2017). O aumento da
atividade de HO-1 foi observado em processos de envelhecimento cerebral, bem
como doencas neurodegenerativas (Chen, 2014).

Em relagdo ao hipotdlamo, o processo de envelhecimento atua diretamente
diminuindo suas fungdes, caracteristica interessante visto que esta regido possui uma
conexao direta entre o sistema nervoso e a periferia (Kim e Choe, 2019). Durante o
processo de envelhecimento, caracteristicas como alteracdes no sono, no ritmo
circadiano e na composicao corporal estdo diretamente associadas com disfuncdes
hipotalamicas. Nesse sentido, doencas neurodegenerativas associadas ao
envelhecimento podem estar ligadas a atrofia na regido hipotalamica, uma vez que
alteracdes no ritmo circadiano e no sono séo disturbios identificados na doencga de
Alzheimer (Hajdarovic, Yu e Webb, 2022).

Portanto, durante o processo de envelhecimento, o hipotalamo € uma regido

crucial, e o estudo da funcionalidade dos astrocitos hipotalamicos pode contribuir para
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o entendimento dos mecanismos fisiopatoldgicos de doencas neurometabdlicas e

neurodegenerativas associadas a idade (Ahima, 2009).
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2 JUSTIFICATIVA

A constante busca por estratégias significativas para atenuar disfungbes
astrocitarias associadas ao processo de envelhecimento é extremamente relevante,
uma vez que a manutencdo da homeostase destas células é capaz de trazer protecédo
ao SNC. A utilizagéo de culturas de astrécitos hipotalamicos para estudar o processo
de envelhecimento é uma estratégia metodolégica para a melhor compreenséo dos
mecanismos envolvidos neste evento. A remodelagdo celular corresponde a
modificagbes celulares, fazendo com que a célula mude suas caracteristicas
metabdlicas e funcionais, e tais alteracbes podem contribuir para a modulacdo do
processo de envelhecimento. Nesse sentido, é importante avaliar a possivel
remodelacdo astrocitaria hipotalamica in vitro, induzida pela exposicdo ao meio de
cultura proveniente de células de animais mais jovens ou mais velhos, focando nas
alteracdes funcionais e moleculares destas células. Com isso, busca-se identificar se
0os produtos liberados no meio extracelular por astrocitos neonatos possuem a
capacidade de modular funcionalmente astrocitos obtidos de animais adultos, bem
como se 0 meio extracelular de culturas de astrocitos de animais adultos altera a
funcionalidade de astrocitos neonatos. Assim, o estudo da remodelacdo astrocitaria
hipotalamica pode contribuir para a compreensdo dos mecanismos fisiopatolégicos
associados ao processo de envelhecimento, bem como para o desenvolvimento de

estratégias protetoras focadas na funcionalidade astrocitaria.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a possivel remodelacdo astrocitaria hipotalamica dependente da idade, bem
como seus mecanismos, em culturas de astrocitos provenientes de ratos Wistar

neonatos e adultos, a partir da troca de meio extracelular entre estas culturas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a viabilidade de culturas de astrocitos frente a troca de meio
extracelular, bem como de paréametros associados ao metabolismo, como a
liberacdo de lactato e a expresséao de citrato sintase (CS);

e Avaliar pardmetros neuroquimicos como a expressdo de GFAP, a atividade e
expressdo da enzima GS, os niveis de GSH e a expressao da GCL;

e Investigar a resposta inflamatéria através dos niveis extracelulares e/ou da
expressdo do TNF-a, da IL-1B, e da interleucina-10 (IL-10), bem como da
expressdo da COX-2 e do NFkB;

e Avaliar a expressao de vias de sinalizacdo como Nfr2, HO-1, SIRT1, AMPK,

PGC-1a e p21.
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4 METODOLOGIA

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos neonatos (2 dias de idade) e adultos (90
dias de idade). Os animais neonatos foram provenientes do biotério do Departamento
de Bioquimica da UFRGS, enquanto os animais adultos foram provenientes do Centro
de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratério (CREAL), ambos
mantidos no biotério do Departamento de Bioquimica da UFRGS. As condicdes
padrdo do biotério foram adotadas para a manutencdo dos animais, que ficaram
alojados em caixas de policarbonato de 365x207x140 mm, forradas com maravalha.
A troca destas caixas foi feita 2 vezes por semana pelos funcionéarios do biotério, tal
como o fornecimento de racdo padrdo para os roedores e agua potavel, que foi ad
libitum. A partir da Resolu¢do Normativa numero 15 do CONCEA, o alojamento dos
animais foi calculado, levando ainda em consideracao a area necessaria para o bem-
estar animal, correlacionando com seu peso. Foram acomodados, por caixa, até 3
animais de 90 dias. A temperatura da sala do biotério € mantida a 22 + 2 °C e os
animais foram mantidos em um ciclo claro/escuro de 12 horas controlado por
fotoperiodo. Os cuidados com 0s animais seguiram as diretrizes governamentais
conforme descreve a Federacdo das Sociedades Brasileiras para Biologia
Experimental aprovadas pelo comité de ética da UFRGS. O projeto foi aprovado pela

Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFRGS (n° 42857).
4.2 CULTURA PRIMARIA DE ASTROCITOS

As culturas primarias de astrocitos de animais neonatos e adultos foram
realizadas com base no protocolo padronizado por Santos et. al. (2018). Os animais

foram anestesiados com isoflurano 1-2% por via de administracéo inalatéria (inducao)

e posteriormente foram decapitados para obtencdo do tecido cerebral. O hipotalamo
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foi removido e dissecado em condi¢cdes assépticas em HBSS (Solucdo salina
balanceada de Hanks). Um conjunto de trés hipotalamos foi dissociado
enzimaticamente em HBSS contendo tripsina (0,05%) a 37 °C por 7 min, dissociado
mecanicamente com pipeta Pasteur por 7 min e centrifugado a 100xg por 5 min. O
pellet foi ressuspendido em HBSS e novamente dissociado mecanicamente com
pipeta Pasteur até completa homogeneizacao. Apds nova centrifugacao (100xg por 5
min), as células foram ressuspendidas em meio de cultura DMEM/F12 (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F12) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB), HEPES (15 mM), NaHCOs (14.3 mM), anfotericina B (2,5 pug/mL) e
gentamicina (0,05 mg/mL) e semeadas a uma densidade de 2-4x10° células/cm? em
placas de cultura de 24 ou 6 pocos previamente revestidas com poli-L-lisina. Apés 24
h, foi realizada a primeira troca de meio. Durante a primeira semana, o meio foi trocado
a cada 2 dias, e a partir da segunda semana, a cada 4 dias. Estas trocas de meio de
manutencdo das culturas eram realizadas removendo-se 0 meio dos pocos e
substituindo-o por DMEM/F12 contendo 10% SFB (conforme descrito acima) fresco.
As células foram cultivadas em uma incubadora a 37°C e 5% CO: até atingirem a

confluéncia ao redor dos 30 dias de cultivo.

4.3 DESENHO EXPERIMENTAL

Ao atingirem a confluéncia, foi realizada a ultima troca de meio de manutengéo
das culturas de astrocitos de animais neonatos e adultos utilizando DMEM/F12 com
10% de SFB fresco, onde as células foram mantidas por 4 dias. Apds esse periodo, o
meio extracelular (sobrenadante) das culturas de astrécitos de ambas as idades foi
coletado e reservado. As culturas foram entdo divididas 4 grupos experimentais:

- Grupo Controle Neonato: astrocitos de animais neonatos que tiveram seu meio de

cultura trocado normalmente e ficaram expostas ao meio novo por 24 h adicionais. Ao

23



final deste periodo, foram realizadas as coletas das amostras em tampdes/reagentes
especificos para cada técnica.

- Grupo Controle Adulto: astrécitos de animais adultos que tiveram seu meio de
cultura trocado normalmente e ficaram expostas ao meio novo por 24 h adicionais. Ao
final deste periodo, foram realizadas as coletas das amostras em tampdes/reagentes
especificos para cada técnica.

- Grupo Neonato + sobrenadante proveniente das culturas de astrocitos de
animais adultos: astrocitos de animais neonatos que tiveram o seu meio de cultura
substituido pelo sobrenadante obtido dos astrdcitos de animais adultos, por um
periodo de 24 h. Ao final deste periodo, foram realizadas as coletas das amostras em
tampdes/reagentes especificos para cada técnica.

- Grupo Adulto + sobrenadante proveniente das culturas de astrocitos de
animais neonatos: astrocitos de animais adultos que tiveram o seu meio de cultura
substituido pelo sobrenadante obtido dos astrcitos de animais neonatos, por um
periodo de 24 h. Ao final deste periodo, foram realizadas as coletas das amostras em

tampdes/reagentes especificos para cada técnica
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Figura 1. Desenho experimental. A figura foi construida usando o programa BioRender.

4.4 VIABILIDADE, INTEGRIDADE E MORFOLOGIA CELULAR

O ensaio de reducao do sal de tetrazolio (MTT), foi utilizado para a avaliagéo
da viabilidade celular das culturas hipotalamicas. O método visa identificar a
viabilidade celular pela atividade de enzimas desidrogenases que estao presentes nas
células, principalmente nas mitocéndrias, através da geracdo de um composto de cor
purpura que € avaliado por espectrofotometria. Resumidamente, 3 h antes do término
do periodo de incubacgéo (protocolo experimental da troca de meio entre as culturas
por 24 h), o MTT foi incubado a uma concentracéo final 50 pg/mL e as células foram
mantidas por 3 h a 37 °C e 5% CO:2. Apo0s, os cristais de Formazan (produtos da
reducdo do MTT) foram solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO). A absorbancia foi
medida em 560 e 630 nm e a viabilidade celular foi representada em porcentagem

relativa ao respectivo controle.
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4.5 DETERMINACAO DE LACTATO

Os niveis de lactato foram avaliados por meio de kit comercial (Bioclin, Brasil)
para a quantificacdo desse metabdlito. Foram utilizados 100 uL de meio extracelular
coletado apos o periodo de 24 h do protocolo de troca de meio entre as culturas. A
absorbancia das amostras foi avaliada a 340 nm e, a partir da absorbancia do padrao

fornecido no kit, as concentracdes de lactato foram calculadas.

4.6 EXTRACAO DE RNA E RT-PCR QUANTITATIVO

A partir da cultura de astrécitos, o RNA foi extraido utilizando o reagente TRIzol.
A concentracdo e a pureza do RNA extraido foram determinadas
espectrofotometricamente a partir da raz&do 260:280. Entéao, 0,15 pg de RNA total foi
transcrito reversamente para obtengéo do DNA complementar (cDNA) utilizando o kit
de Transcricdo Reversa de Alta Capacidade da Applied Biosystems. A quantificacao
do RNA mensageiro (RNAm) de AMPK (Rn00576935 ml), [-actina
(#Rn00667869_m1), COX-2 (Rn01483828 ml1), CS (Rn01774376 gl), GCL
(Rn00689046_ m1l), GFAP (Rn00566603_ml), GS (Rn01483107_m1l), HO-1
(Rn01536933_ m1), IL-1p (Rn00580432_m1), IL-10 (Rn00563409 m1l), NFkB p65
(Rn01502266_m1), Nrf2 (Rn00582415 m1l), PGC-1a (Rn00580241_m1l), p21
(RN00589996_m1), SIRT1 (Rn01428096_ m1l) e TNF-a (Rn99999017 m1l) foi
realizada utilizando-se o sistema PCR em tempo real QuantiStudio 1 e as sondas
TagMan listadas acima, adquiridos da Applied Biosystems. Os niveis de RNAm alvos
foram normalizados pelos niveis de B-actina. Os resultados foram analisados
empregando o método 2-22Ct e expressos em relacdo aos niveis dos respectivos

controles.

4.7 ATIVIDADE DA GLUTAMINA SINTETASE (GS)
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A técnica foi realizada conforme descrito previamente por Dos Santos et. al.
(2006). As células foram lisadas em KCI 0,15 M e ao homogeneizado celular foi
adicionada uma mistura de reacdo contendo: MgClz 10 mM, L-glutamato 50 mM,
tampéao imidazol-HCI (pH 7,4) 100 mM, 2-mercaptoetanol 10 mM, hidroxilamina-HCI
50 mM e ATP 10 mM. A reacdo foi incubada por 15 minutos a 37°C e, ap6s, foi parada
pela adicdo de uma solucao contendo cloreto férrico 370 mM, HCI 670 mM e acido
tricloroacético 200 mM. Sequencialmente a centrifugacdo, a absorbancia do
sobrenadante foi medida a 530 nm. Uma curva-padrdo preparada com y-
glutamilhidroxamato tratada com cloreto férrico foi realizada e utilizada para o céalculo
da atividade da GS nas amostras, expresso em pmol/mg proteina/h.

4.8 CONTEUDO DE GLUTATIONA (GSH)

Utilizou-se o protocolo de Browne & Armstrong (1998). Em suma, as células
foram homogeneizadas em 100 mM tampao fosfato de sodio (pH 8,0) contendo EDTA
5 mM e as proteinas foram, entdo, precipitadas com acido metafosforico a 1,7%. Apés,
a centrifugacdo, o sobrenadante foi incubado com o-ftaldialdeido (1 mg/ml em
metanol) a temperatura ambiente durante 15 minutos. Apds, a fluorescéncia foi
medida usando comprimentos de onda de excitacdo e emissédo de 350 e 420 nm
respectivamente. Com solu¢bes padrao de GSH (0 - 500 uM) foi feita a curva de
calibragdo. O conteudo intracelular de GSH foi expresso em nmol/mg de proteina.
4.9 NIVEIS DE TNF-q, IL-1B, IL-10

A metodologia de ELISA (do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) foi
utilizada para avaliar os niveis extracelulares de TNF-qa, IL-18 e IL-10, utilizando-se
kits comerciais da Invitrogen (Thermo Scientific). Os procedimentos foram realizados
conforme as instrucdes do fabricante.

4.10 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS
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A guantificacdo das proteinas foi realizada utilizando o método de Lowry (Lowry
et. al., 1951) com albumina bovina como padréo.
4.11 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados coletados foram expressos como a média + desvio padrao (D.P.) de
pelo menos cinco experimentos independentes. Os grupos foram analisados
estatisticamente utilizando o teste t de Student. Foram considerados significativos

valores de P<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 EFEITOS DA TROCA DE MEIO DE CULTIVO ENTRE CULTURAS DE
ASTROCITOS HIPOTALAMICOS DE ANIMAIS NEONATOS E ADULTOS SOBRE

PARAMETROS METABOLICOS E MITOCONDRIAIS

ApGs atingirem a confluéncia, o meio extracelular foi coletado e reservado,
considerando que a Ultima troca de meio de cultivo aconteceu 4 dias antes da troca
de sobrenadantes entre as culturas de astrécitos de animais neonatos e adultos.
Neste dia, 0os grupos controles de ambas as idades tiveram seu meio trocado
normalmente por um meio novo. As células tiveram uma exposicao final de 24 h ao
sobrenadante substituido e em seguida os experimentos foram realizados (vide
desenho experimental acima). Com isso, buscamos identificar se os produtos
liberados no meio extracelular possuem a capacidade de modificar funcionalmente
e/ou alterar parametros neuroquimicos dos astroécitos.

Assim, primeiramente foi avaliada a viabilidade celular, por meio da
metodologia de MTT. A reducdo do MTT est4d associada a funcionalidade das
desidrogenases mitocondriais, todavia ndo encontramos alteragdes significativas na
reducdo do MTT em nenhum dos grupos nos quais a troca de sobrenadantes foi
realizada comparado aos seus respectivos grupos controle (Fig. 2A), o que indica que
a troca de sobrenadantes entre os grupos nao foi capaz de modificar a viabilidade
celular nos astrocitos hipotalamicos.

Apos, foi avaliada a liberacéo de lactato, o qual esta diretamente associado ao
metabolismo glicolitico, sendo um de seus produtos. Os dados indicam que no grupo
neonato + sobrenadante das culturas de animais adultos houve um aumento
significativo (P = 0,0188) na liberacéo de lactato comparado ao seu respectivo grupo

controle (Fig. 2B). No entanto, no grupo adulto + sobrenadante das culturas de animais
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neonatos ndo houve uma mudanca significativa na producéo de lactato em relacéo ao
respectivo grupo controle adulto.

O TCA é uma das principais vias de producéo de energia, tendo a CS como
uma enzima primordial no inicio e na regulacéo do ciclo. Um aumento significativo da
expressdo da CS (P = 0,0069) foi observado no grupo neonato que recebeu o
sobrenadante das culturas de adultos quando comparado ao controle (Fig. 2C). N&o
foram identificadas alteracdes significativas na expressao da CS no grupo adulto que

recebeu o sobrenadante das culturas de neonato.
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Figura 2. Efeitos da troca de meio extracelular entre as culturas hipotalamicas de neonatos e adultos sobre a
viabilidade celular (A), liberagao de lactato (B) e expressédo da CS (C). Os dados representam a média + D.P. de
5 experimentos (n=5) independentes de MTT, 8 experimentos (n=8) independentes na liberagdo de lactato e de 6
experimentos (n=6) independentes da expressdo de CS. As diferencas entre os grupos foram analisadas
estatisticamente usando test t de Student. * indica diferenga em relacéo a respectiva condigdo controle (P < 0,05).
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5.2 EFEITOS DA TROCA DE MEIO ENTRE CULTURAS DE ASTROCITOS
HIPOTALAMICOS DE ANIMAIS NEONATOS E ADULTOS SOBRE PARAMETROS

ASTROGLIAIS

A GFAP é uma proteina chave do citoesqueleto astrocitario, sendo encontrada
nos filamentos intermediarios (Hol e Pekny, 2015). Nao foi identificada alteracédo
significativa na expressdo de GFAP quando comparamos o0 grupo adulto +
sobrenadante proveniente das culturas de animais neonatos com o grupo controle
adulto, bem como também ndo encontramos alteracdo significativa quando
comparamos 0 grupo neonato + sobrenadante proveniente das culturas de animais
adultos com o grupo controle neonato (Fig. 3A).

A GS é um importante marcador astrocitario, sendo uma enzima associada ao
metabolismo do glutamato. Ela catalisa a formacao de glutamina a partir de glutamato
e amonia em uma reacdo dependente de ATP (Rosa, Verkhratsky e Parpura, 2013).
Em ambos os grupos onde a troca de meio extracelular foi realizada ndo foram
observadas mudancas significativas na atividade da GS em relagcdo aos seus
respectivos controles (Fig. 3B). Ao avaliar a sua expressao, também néao identificamos
alteracdes significativas (Fig. 3C).

A GSH é encontrada em altos niveis no SNC, possuindo um papel importante
na defesa antioxidante (Kim, 2021). Entretanto, ndo houve alteragdes significativas no
seu conteudo em resposta as trocas de sobrenadantes, tanto nos astrocitos de
animais neonatos, quanto nos astrocitos de animais adultos comparados aos seus
respectivos grupos controle (Fig. 3D).

A enzima GCL é conhecida por seu papel antioxidante por participar da sintese

de GSH, sendo a enzima limitante do processo. Os resultados também apontam uma
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auséncia de alteracdo na expressdo de GCL nos grupos que tiveram troca de

sobrenadantes comparado aos seus respectivos grupos controle (Fig. 4E).
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Figura 3. Efeitos da troca de meio extracelular entre as culturas hipotalamicas de neonatos e adultos na expresséo
de GFAP (A), na atividade da GS (B), na expressao da GS (C), no contetdo de GSH (D) e na expresséo da GCL
(E). Os dados representam a média + D.P. de 7 experimentos (n=7) independentes. As diferencas entre 0s grupos
foram analisadas estatisticamente usando test t de Student.

5.3 ALTERACOES NO PROCESSO INFLAMATORIO DECORRENTES DA

REMODELAGCAO ASTROCITARIA

Os astrécitos participam ativamente da resposta inflamatoria, pois produzem

e/ou secretam mediadores inflamatérios. No grupo neonato + sobrenadante das
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culturas provenientes de animais adultos houve um aumento significativo tanto na
liberacdo (P < 0,0001), quanto nos niveis de RNAm (P < 0,0001) de TNF-a
comparado ao grupo controle neonato (Fig. 4A e B, respectivamente). J& no grupo
adulto + sobrenadante das culturas provenientes de animais neonatos houve uma
diminuicao significativa da liberacédo de TNF-a (P = 0,0015) em compara¢ao ao grupo
controle adulto, bem como dos niveis de RNAm (P = 0,0211) (Fig. 4B).

Em relacdo a IL-18, um aumento significativo da sua liberagao (P < 0,0001) e
expressao (P = 0,0006) também foi identificado nos astrocitos neonatos expostos com
0 sobrenadante das culturas provenientes de animais adultos (Fig. 4C e D). No
entanto, uma diminuicdo significativa tanto da liberacdo (P = 0,001), quanto da
expressao de IL-1B (P < 0,0001) foi identificada no grupo adulto + sobrenadante das
culturas provenientes de animais neonatos com relacéo ao grupo controle adulto.

Em relacéo a IL-10, que possui funcdo anti-inflamatéria, houve um aumento da
sua liberacédo (P = 0,0011), mas nao de seus niveis de RNAmM, no grupo neonato +
sobrenadante das culturas provenientes de animais adultos comparado ao grupo
controle neonato (Fig. 4E e F, respectivamente). Poréem, ndo foram identificadas
alteracbes significativas na IL-10 nos astrocitos adultos incubados com o
sobrenadante das culturas provenientes de animais neonatos.

A COX-2 é uma enzima altamente expressa em situacdes pro-inflamatorias.
Foram observadas alteragdes significativas na expressao de COX-2, especificamente
um aumento no grupo neonato que recebeu o sobrenadante das culturas de adultos
(P < 0,0001) e uma diminuicdo no grupo adulto que recebeu o sobrenadante das
culturas de neonatos (P = 0,0003), comparado aos respectivos grupos controle (Fig.

4G).
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O NFkB possui uma gama de fungdes nos sistemas bioldgicos, incluindo o
controle da resposta inflamatoéria e expresséo de citocinas. Nas células cerebrais, a
subunidade p65 € altamente expressa (Dresselhaus e Meffert, 2019). Nossos
resultados mostram um aumento significativo na expressao de NFKB ao comparar o
grupo neonato + sobrenadante das culturas provenientes de animais adultos com o
grupo controle neonato (P < 0,0001) (Fig. 4H). Porém, n&do foram encontradas
alteracdes significativas entre o grupo controle adulto comparado ao grupo adulto +

sobrenadante das culturas provenientes de animais neonatos.
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Figura 4. Efeitos da troca de meio extracelular entre as culturas hipotalamicas de neonatos e adultos na liberacao
(A) e na expresséao (B) de TNF-q, na liberagédo (C) e expressao (D) de IL-1p3, na liberagao (E) e expresséao (F) de
IL-10, COX-2 (G) e NFkB p65 (H). Os dados representam a média + D.P. de 8 experimentos (n=8) independentes
para a liberacdo de TNF-a, IL-1B e IL-10 e de 7 experimentos (n=7) independentes para a expresséo de TNF-q,
IL-1B, IL-10, COX-2 e NFkB p65. As diferencas entre os grupos foram analisadas estatisticamente usando test t
de Student. * indica diferenca em relacéo a respectiva condig&o controle (P < 0,05).
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5.4 EFEITOS DA TROCA DE SOBRENADANTE SOBRE MECANISMOS DE
SINALIZACAO CELULAR ASTROCITARIOS

O Nrf2 é conhecido por regular diversos genes envolvidos com respostas
antioxidantes e anti-inflamatodrias, inclusive em astrocitos (Liddell, 2017). Foi
observado um aumento significativo no grupo neonato + sobrenadante das culturas
provenientes de animais adultos (P = 0,0023) comparado ao grupo controle neonato
(Fig. BA). Porém, a expressao de Nrf2 no grupo adulto + sobrenadante das culturas
provenientes de animais neonatos nao foi afetada.

A enzima HO-1 é um dos alvos transcricionais do Nrf2. Nossos resultados
mostram um aumento significativo na expressdo de HO-1 (P = 0,0003) no grupo
neonato + sobrenadante das culturas provenientes de animais adultos em relacéo ao
grupo controle neonato (Fig. 5B). No entanto, ndo houve alteracao significativa entre
0s grupos adulto controle e adulto + sobrenadante das culturas provenientes de
animais neonatos.

A SIRT1 é uma desacetilase que participa tanto de funcdes anti-inflamatdrias,
quanto nos processos metabdlicos (Zhang et. al., 2022). Similarmente, houve um
aumento significativo da expressao de SIRT1 no grupo neonato que recebeu o
sobrenadante das culturas de adultos (P = 0,0202) comparando ao seu grupo controle
neonato (Fig. 5C), mas nédo foram observadas alteragdes significativas na expresséao
de SIRT1 no grupo adulto que recebeu o sobrenadante de astrocitos neonatos.

A AMPK atua como sensor de energia em diversas células do organismo e, em
astrocitos, ela possui a capacidade de regular vias energéticas importantes como a
glicolise, bem como outras vias metabdlicas (Voss et. al., 2020). Houve aumento
significativo na expressdao de AMPK tanto no grupo neonato que recebeu o

sobrenadante das culturas de adultos (P = 0,0255), quanto no grupo adulto que

36



recebeu o sobrenadante das culturas de neonatos (P = 0,0333), quando comparado
com seus respectivos grupos controle (Fig. 5D).

A respeito funcionalidade mitocondrial, o PGC-1a é identificado como um
regulador chave nos processos de biogénese. Com relacdo a sua expressao, nao
foram observadas alteracfes significativas no grupo neonato + sobrenadante das
culturas provenientes de animais adultos comparado ao seu grupo controle (Fig. 5E).
No entanto, verificou-se um aumento significativo no grupo adulto + sobrenadante das

culturas provenientes de animais neonatos, comparado ao seu grupo controle (P =

0,0003).
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Figura 2. Efeitos da troca de meio extracelular entre as culturas hipotalamicas de neonatos e adultos na expresséo
de Nrf2 (A), HO-1 (B), SIRT1 (C), AMPK (D) e PGC-1a (E). Os dados representam a média + D.P. de 7
experimentos (n=7) independentes. As diferencas entre os grupos foram analisadas estatisticamente usando test
t de Student. * indica diferenca em relacéo a respectiva condigéo controle (P < 0,05).
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5.5 TROCA DE SOBRENADANTE MODULA A EXPRESSAO DO MARCADOR DE
SENESCENCIA p21

A inducao de senescéncia em astrocitos parece estar diretamente relacionada
com a expressao de p21 (Villasefior et. al., 2019). A expresséao de p21l foi alterada
significativamente nos grupos com troca de sobrenadantes comparados aos grupos
controle. Foi identificado um aumento significativo no grupo neonato + sobrenadante
das culturas provenientes de animais adultos (P = 0,0104), enquanto no grupo adulto
+ sobrenadante das culturas provenientes de animais neonatos houve uma diminui¢ao

(P < 0,0001) da expresséao de p21 (Fig. 6).
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Figura 6. Efeitos da troca de meio extracelular entre as culturas hipotalamicas de neonatos e adultos na expresséo
de p21. Os dados representam a média + D.P. de 7 experimentos (n=7) independentes. As diferencas entre os
grupos foram analisadas estatisticamente usando test t de Student. * indica diferenca em relac@o a respectiva
condicéo controle (P < 0,05).
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6 DISCUSSAO

Nesta sesséo, serdo correlacionados e discutidos os resultados obtidos e
descritos anteriormente nas culturas de astrocitos hipotalamicos submetidos a troca
de meio extracelular. Os dados obtidos auxiliardo na melhor compreenséo e
entendimento da possivel remodelagdo funcional, dependente da idade, de astrécitos
hipotalamicos.

Um cérebro adulto possui astrocitos maduros que tém por caracteristica
conexdes j& bem estruturadas, tal como maior nivel de organizagdo quando
comparados aos astricitos de neonatos, 0s quais sdo mais plasticos e sensiveis a
estimulos e modulacdes, além de demonstrarem atividades metabdlicas diferentes
(Souza et. al., 2013; Bobermin et. al., 2020). Estas diferencas podem ser observadas,
principalmente, em termos de funcionalidade celular. Durante o processo de
envelhecimento, diversos parametros da homeostase sofrem alteracdes, e essas
diminuicdes nas fun¢gdes do organismo aumentam o risco de morte. Estas mesmas
alteracdes poderdo tornar os astrocitos mais sensiveis a inflamacéo, bem como
induzir a inflamacdo crbnica, caracteristica do envelhecimento e, com isso, a
capacidade de adaptacdo das células frente ao ambiente é diminuida (Bobermin et.
al., 2022). A troca de sobrenadantes entre as culturas hipotalamicas de neonatos e
adultos visa identificar se os diversos fatores liberados no meio extracelular poderiam
afetar a funcionalidade das células astrocitarias em diferentes idades, influenciando
na remodelacdo em aspectos metabdlicos, inflamatérios, parametros astrogliais e
perfil de senescéncia.

A respeito dos parametros metabdlicos e mitocondriais, as trocas de
sobrenadantes ndo causaram alteragcdes estatisticamente significativas na viabilidade

celular das culturas de astrécitos hipotalamicos neonatos e adultos (exposi¢édo por 24
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horas dos astrécitos de animais neonatos ao meio de cultura dos astrocitos adultos,
bem como dos astrocitos adultos ao meio de cultura dos astrécitos neonatos).
Todavia, nossos resultados apontaram um aumento significativo da liberacdo de
lactato, um produto da glicdlise, nos astrocitos neonatos expostos ao sobrenadante
dos astrécitos adultos, sem alteracdes significativas nos astrécitos adultos expostos
ao meio dos neonatos. Como ja demonstrado por Santos et. al. (2018), a liberacao de
lactato aumenta em astrocitos hipotalamicos adultos em comparac¢do aos astrocitos
neonatos, indicando um efeito da idade sobre esse parametro metabdlico astrocitario.
Com isso, podemos considerar que o sobrenadante das culturas dos animais adultos
influenciou na liberagéo de lactato pelas culturas de animais neonatos, possivelmente
através do aumento do metabolismo glicolitico frente ao estimulo da troca de
sobrenadante.

Em relacdo ao metabolismo oxidativo mitocondrial, a CS é a primeira enzima
do TCA, sendo a enzima conversora de oxaloacetato e acetil-CoA em citrato. Acredita-
se que os astrdcitos tenham um aumento do metabolismo oxidativo com a idade, tendo
a resposta inflamatéria como um estimulo para dar suporte energético a célula durante
o processo de envelhecimento (Jiang e Cadenas, 2014). Nossos resultados
demonstraram apenas um aumento da expressdo da CS nos astrocitos neonatos
expostos ao meio dos astrocitos adultos, ou seja, esse resultado aponta um possivel
efeito de fatores liberados pelos astrocitos adultos sobre o metabolismo oxidativo dos
neonatos sinalizando um aumento da expressao da CS. Esse dado corrobora com o
aumento da liberacdo de lactato, como forma de modulagcdo do metabolismo
energético frente aos estimulos provenientes da cultura de astrocitos hipotalamicos

dos animais adultos.

41



Em relacdo aos marcadores do citoesqueleto de astrdcitos, como a GFAP, nao
observamos alteracdes significativas na sua expressdo em ambos 0S grupos que
receberam o sobrenadante comparado aos seus respectivos grupos controle.
Também nao observamos alteraces na atividade e expressdao do RNAm da GS, uma
importante enzima marcadora de fungéo astrocitaria (Chaboub e Deneen, 2013).

Considerando que o glutamato também serve como precursor para a sintese
de GSH, avaliamos também os niveis de GSH nos astrocitos submetidos a troca de
sobrenadante. A regulacdo da homeostase no SNC pelos astrocitos ocorre também
pela producédo de defesas antioxidantes, sendo a GSH a principal molécula neste
processo. No entanto, nossos dados também ndo demonstraram alteracdes
significativas no contetdo de GSH intracelular tanto nas culturas de animais neonatos,
guanto nas culturas de animais adultos, indicando que as trocas dos sobrenadantes
podem nao alterar o metabolismo de GSH. Ainda sobre a biossintese de GSH, a GCL
€ uma importante enzima que possui uma diminuicdo da sua atividade em astrécitos
maduros em comparacao a neonatos (Santos, 2018). Vale ressaltar que a expressao
do RNAmM da GCL néo foi alterada significativamente em nenhum grupo que recebeu
a troca de sobrenadantes, correlacionando, portanto, com a auséncia de alteragcao
nos niveis de GSH, visto que a GCL é a enzima limitante da sua formacéo (Guo et.
al., 2018).

Os nossos resultados demonstraram que a exposi¢ao das culturas de astrocitos
de neonatos ao sobrenadante dos astrécitos adultos resultou em um aumento
significativo na liberagcdo de TNF-a e IL-13. Esses dados também foram verificados
em relacdo a expressdo de RNAmM destas duas citocinas. Ou seja, culturas de
astrocitos adultos parecem liberar fatores com potencial de aumentar a resposta

inflamatoria em células mais jovens, como os astrocitos obtidos de animais neonatos.
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Entretanto, quando adicionado o sobrenadante das culturas de neonatos nas culturas
de adultos, identificou-se uma diminuicdo significativa na liberacdo de TNF-a e IL-1f,
gue também foi acompanhada de uma diminuicao da expressao do RNAmM de ambas
as citocinas. Sabe-se que o TNF-a é a primeira citocina que atuara na produgao das
demais citocinas proé-inflamatérias (Bobermin, Roppa e Quincozes-Santos, 2019) e,
durante o envelhecimento, a inflamacéo no hipotalamo esta diretamente relacionada
as células gliais (Suda et. al., 2021). Assim, esses resultados indicam que os produtos
da atividade celular de astrocitos neonatos podem diminuir a expressao de citocinas
relacionadas aos processos pro-inflamatorios em culturas de astrocitos adultos,
evidenciando um efeito de remodelacao protetora.

Como descrito acima, em condicfes inflamatdrias, identifica-se um aumento na
producdo de algumas citocinas pré-inflamatérias, como o TNF-a e IL-13. Como
consequéncia, pode ocorrer a ativacdo do NFkB, que se transloca do citosol para o
nudcleo. A partir disto, ocorre a inducéo de expressao de genes relacionados a resposta
inflamatoria, inclusive TNF-a e IL-13, amplificando a inflamag¢do. Quando comparados
a ratos mais jovens, ratos mais velhos possuem niveis basais de NFkB maiores (Jiang
e Cadenas, 2014). Em astrécitos, o NFkB é o regulador chave dos processos de
transcricéo e regulacdo do estresse oxidativo e da inflamacé&o mediando a liberacéo
de citocinas pro-inflamatorias (Wyse et. al., 2019). Durante o processo natural do
envelhecimento, os astrocitos diminuem a sua capacidade e fungcdo neuroprotetora
(Bellaver et. al., 2016).

Assim, o processo inflamatorio no SNC é um processo natural durante o
envelhecimento e inimeras vias de sinalizacdo intracelular promovem estas
respostas, como a ativagdo do NFkB. Nossos resultados sugerem uma participagao

do NFkB na inducdo da resposta inflamatdria nos astrocitos neonatos pelo
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sobrenadante dos astrécitos adultos, uma vez que foi observado um aumento na
expressado da subunidade p65. No entanto, ndo foi observado efeito do sobrenadante
dos astrocitos neonatos sobre as culturas de astrécitos maduros em relacdo a
expressao desse fator de transcricdo. Com isso, se destaca o papel do NFkB na
remodelacéo inflamatéria causada nos astrécitos neonatos, que € consistente com o
aumento dos demais mediadores inflamatorios citados anteriormente.

A COX-2 é uma enzima induzivel importante na formacdo de mediadores
inflamato6rios como as prostaglandinas (Temel e Kahveci, 2009). Sua atividade esta
relacionada a locais de les@es e respostas inflamatorias, sendo induzida também por
citocinas (Hilario, Terreri e Len, 2006). Observou-se um aumento na expressao de
COX-2 nos astrocitos neonatos expostos ao sobrenadante dos astrécitos adultos, e
uma diminui¢do de sua expressao nos astrocitos adultos que foram expostos ao meio
dos neonatos. Estes resultados apresentam uma caracteristica interessante, visto que
a expressdo de COX-2 aumenta com a idade em astrécitos hipotalamicos (Santos et.
al., 2018). A partir destes dados, podemos correlacionar com as alteracdes na
expressdo de TNF-a e de IL-1B no grupo adulto que recebeu o sobrenadante neonato,
bem como em um processo aumentado da expressao de COX-2 na sinalizacao
inflamatéria no grupo neonato que recebeu o sobrenadante adulto. Portanto, a adicédo
do sobrenadante de astrocitos mais jovens em astrocitos maduros pode diminuir 0s
processos relacionados a expressdo de mediadores inflamatorios associados ao
envelhecimento. Por outro lado, a adicdo do sobrenadante adulto em astrocitos
neonatos pode aumentar estes processos inflamatorios.

A IL-10, uma citocina anti-inflamatéria, desempenha uma funcao importante na
resposta imune, para a manutencdo da homeostase no tecido no qual ela atua.

Alteracfes na producédo e liberacdo desta citocina podem aumentar ou atenuar as
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respostas inflamatoérias (lyer e Cheng, 2012). Nossos resultados demonstraram um
aumento da liberacdo de IL-10 nos astrOocitos neonatos que receberam o
sobrenadante dos astrocitos adultos, porém sem alteracéo significativa nos niveis de
RNAmM. Nesse sentido, a producéo de IL-10 pelas células gliais ocorre normalmente
apos a liberacdo de mediadores pro-inflamatorios (Burmeister e Marriott, 2018).
Assim, sua expressao nao foi afetada, pelo menos no periodo de incubacéo avaliado,
embora tenha havido um estimulo para sua liberacdo, que foi independente da
regulacao transcricional. Porém, ndo foram identificadas alteracfes significativas na
IL-10 nos astrocitos adultos incubados com o meio de astrocitos neonatos.

O Nrf2 é um fator de transcricdo que esta diretamente relacionado com a
inducdo de respostas anti-inflamatérias e antioxidantes, exercendo funcdes
citoprotetoras em diferentes situacdes de estresse celular. Um dos alvos
transcricionais do Nrf2 é a HO-1. Com o processo de envelhecimento, existe uma
alteracdo na sinalizacao de Nrf2 dependente da regido cerebral; especificamente, ja
foi descrita uma reducéo de sua atividade no hipotdlamo, que em ratos jovens possui
uma alta atividade de Nrf2 (Liddell, 2017). Nosso grupo demonstrou que, em culturas
de astrocitos hipotalamicos, animais neonatos apresentaram uma expressao de
RNAmM de Nrf2 maior do que animais adultos (Santos et. al., 2018). Quando incubados
com o sobrenadante dos astrécitos adultos, os astrocitos neonatos apresentaram um
aumento nos niveis de RNAm de Nrf2, que também foi acompanhado por um aumento
de HO-1. Nao foram observadas alteragcbes nos astrocitos adultos expostos ao
sobrenadante dos astrocitos neonatos. A alteracdo na expressao de Nrf2 no grupo
neonato que recebeu o sobrenadante adulto sugere a participacdo dessa via em
mecanismos de reprogramacao celular, como uma potencial estratégia para a inducao

de respostas citoprotetoras. Tal hipétese pode ser corroborada pelo aumento da HO-
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1, que dentre suas fungdes, pode regular a atividade transcricional do NFkB. Dessa
forma, ainda que os astrocitos neonatos respondam ao sobrenadante dos astrocitos
adultos com um aumento de sinalizac&o pro-inflamatdria, o concomitante aumento da
expressdo de Nrf2 e HO-1 reforca a habilidade intrinseca dessas células em ativar
vias anti-inflamatorias e citoprotetoras frente a estimulos.

Como citado anteriormente, durante o processo de envelhecimento, as
alteracbes metabdlicas observadas podem estar diretamente relacionadas aos
processos inflamatérios. Tanto a AMPK quanto a SIRT1 sdo conhecidas por serem
sensores metabolicos e foram alteradas no nosso modelo de estudo. A expressao de
AMPK aumentou significativamente tanto nos astrocitos neonatos quanto nos
astrocitos adultos submetidos ao protocolo da troca de sobrenadantes. Assim, a
AMPK pode ser uma via importante na remodelacédo astrocitaria nas duas idades, uma
vez que ela atua como sensor metabdlico, sendo capaz de responder a possiveis
alteracdes em substratos e produtos do metabolismo contidos no meio extracelular.

A ativacdo da AMPK esta relacionada ao aumento da sintese de ATP, através
do estimulo da glicélise através da fosforilagcdo da 6-fosfofruto-2-quinase/frutose-2,6-
bifosfatase 3 (PFKFB3), que controla a atividade da fosfofrutoquinase 1 (PFK1)
(Muraleedharan e Dasgupta, 2021), que esta de acordo com o aumento da liberacéo
de lactato observado nas culturas de animais neonatos. Além disso, a ativacdo da
AMPK pode aumentar a capacidade do TCA (Voss et. al., 2020), que corroboraria com
0 aumento da expressdo da CS também nos astrocitos neonatos expostos ao
sobrenadante dos astrocitos adultos.

No entanto, em relacdo a SIRT1, sua expressédo foi aumentada apenas nos
astrocitos neonatos incubados com o sobrenadante dos astrocitos adultos. Com isso,

podemos considerar que a remodelacao dos astrocitos adultos ndo envolveu um efeito
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na expressao de SIRT1, entretanto pode-se considerar que houve um efeito da troca
de sobrenadantes nos astrocitos dos animais neonatos na expressao de SIRT1. Como
ja descrito, sirtuinas e NAD* sdo alvos diretos do processo de envelhecimento
(Campisi et. al., 2019), portanto o aumento da expressao em animais neonatos que
foram expostos ao sobrenadante das culturas de animais adultos poderia ser um fator
de remodelacéo das células astrocitarias hipotalamicas, na tentativa de sinalizar um
aumento do metabolismo.

A via do PGC-1a participa diretamente da regulagao bioenergética regulando a
biogénese mitocondrial em tecidos que necessitam de energia, bem como regulando
a perfusdo vascular e o estresse oxidativo (Guo et. al., 2014). Porém, a desregulacao
da sinalizacdo mediada por PGC-1a esta relacionada com diversas doengas
neurodegenerativas (Tsunemi e La spada, 2012) e um regulador chave para a
funcionalidade da PGC-1a é a AMPK. A via AMPK-PGC-1a é importante na resposta
ao dano metabdlico, bem como oxidativo no SNC, e tal ativacdo poderia também
regular a expressao de GCL (Guo et. al., 2018).

Astrocitos que superexpressam PGC-1a secretam uma quantidade menor de
citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias (Nijland et. al., 2014). Nossos resultados ndo
apresentaram alteracdes significativas na expressdo de PGC-1a no grupo neonato
gue recebeu o sobrenadante adulto, mas os astrécitos adultos incubados com o
sobrenadante dos neonatos apresentaram niveis aumentados do RNAm de PGC-1a.
Vale ressaltar que a expressdo do PGC-1a no SNC esta associada a neuroprotegao
contra doencas relacionadas a idade e estresse oxidativo, visto que sua menor
expressao esta relacionada com doencas neurodegenerativas (Wenz, 2011). Portanto

o0 aumento de PGC-1a é um dado interessante na possivel remodelacao celular dos
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astrocitos adultos, bem como corrobora com a menor expressao de citocinas pro-
inflamatorias no mesmo grupo.

A senescéncia esta diretamente relacionada com o0 processo de
envelhecimento e a expressao do marcador de senescéncia p21 é aumentado com o
passar da idade, portanto, durante o processo natural de envelhecimento, p21 se
mostra como um marcador genético importante (Kuilman et. al., 2010; Villasefior et.
al., 2019; Bobermin et al., 2020). Os resultados encontrados identificaram aumento
da expressdo do RNAmM de p21 no grupo neonato que recebeu o sobrenadante adulto,
enquanto que o grupo adulto que recebeu o sobrenadante neonato obteve uma
diminuicao significativa da expressao de p2l1. A inflamacao hipotalamica durante o
processo de envelhecimento parece estar diretamente associada a senescéncia, onde
as células senescentes afetam 0 seu microambiente através da sua ativacao
metabdlica e transcricional levando a producao de mediadores inflamatérios (Bhusal,
Rahman e Suk, 2022). Com isso, nossos dados demonstraram que a troca de
sobrenadantes aumentou um marcador importante deste processo nos astrécitos
neonatos, enquanto diminuiu nos astrdcitos adultos, representando uma alteracédo
importante na reprogramacao da senescéncia celular que poderia ser relacionado com
0 processo de envelhecimento no hipotalamo.

A partir dos resultados obtidos, percebe-se que as culturas de astrocitos
neonatos quando submetidas a troca de meio extracelular mostraram diferentes niveis
de resposta pré-inflamatéria em relacdo as culturas de astrocitos adultos que
receberam o meio extracelular neonato, as quais apresentaram maiores respostas
anti-inflamatorias. Isto corrobora com as caracteristicas ja identificadas nos astrécitos
de animais de diferentes idades, onde se identifica maior plasticidade nos astrocitos

de animais neonatos. Como consequéncia, 0s astrocitos neonatos sao mais
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suscetiveis a mudancas, caracteristica do cérebro em maturacdo, bem como
apresentam menor grau de diferenciacéo que astrocitos adultos. Dessa forma, quando
submetidos a estimulos (protetores e/ou toxicos) podem responder de forma distinta
(Quincozes-Santos et. al., 2021).

Na busca para uma melhor qualidade de vida e um envelhecimento mais
saudavel, diversos trabalhos vém buscando identificar moléculas com possiveis
funcdes glioprotetoras, que irdo agir em diversos mecanismos de sinalizacdo nas
células astrocitarias, visando diminuir os processos associados ao envelhecimento.
Como, por exemplo, a atividade glioprotetora de moléculas como a guanosina (Souza
et al., 2016) e o resveratrol (Bellaver et. al., 2014; Santos et. al., 2023; Sovrani et. al.,
2023) esta sendo cada vez mais descrita em relacdo ao processo de envelhecimento
e neste trabalho identificamos as alteracdes de troca de meio extracelular entre
culturas provenientes de animais neonatos e adultos, que poderao ser tratadas com
moléculas glioprotetoras em outros estudos, a fim de melhor caracterizar a atividade
destas moléculas frente ao processo de envelhecimento, como foco na liberacédo de
componentes extracelulares especificos.

Com isso, percebemos que a troca de meio extracelular pode influenciar
diversos parametros neurogquimicos que evidenciam uma remodelacao dos astrocitos
hipotalamicos, e com isso, nos ajudar a entender melhor o processo de
envelhecimento celular e buscar solucdes para retardar e/ou diminuir os efeitos deste
processo. Portanto, a remodelacéo/reprogramacéo de células do SNC se apresenta
como um importante campo para o desenvolvimento de pesquisas para elucidar cada
vez mais os processos de envelhecimento no SNC na busca de uma melhor qualidade

de vida.
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7 CONCLUSOES

Com base nos dados obtidos, caracterizamos aspectos neuroquimicos em
culturas de astrécitos hipotalamicos a partir da troca de meio extracelular entre células

obtidas de animais neonatos e adultos. Assim, podemos concluir que:

1. As trocas de meio extracelular, principalmente nos astrocitos de
neonatos, modificaram paradmetros do metabolismo glicolitico, como
producéo de lactato, bem como a expressdo da enzima CS no
metabolismo oxidativo;

2. As trocas de meio extracelular ndo modificaram parametros astrogliais
associados ao metabolismo do glutamato através da atividade da GS e
GSH intracelular, tal a expressao de GS e GCL;

3. Houve uma remodelacdo da resposta inflamatéria, indicando um efeito
pro-inflamatério nos astrocitos neonatos e anti-inflamatério nos
astrocitos adultos apés a troca de meio extracelular;

4. Mecanismos de sinalizagéo celular como Nrf2, HO-1, SIRT1, AMPK e
PGC-1a foram regulados frente a troca de meio extracelular;

5. A troca de meio extracelular diminuiu a expressdo do marcador de
senescéncia p21 em astrocitos adultos, porém aumentou sua expressao
nos astrocitos neonatos;

6. Os dados corroboram com a maior plasticidade de astrocitos de

neonatos frente a estimulos protetores ou toxicos.

Por fim, nossos dados identificaram que a troca de meio extracelular
(sobrenadante) pode remodelar diversos parametros moleculares, celulares e

bioguimicos relevantes em astrocitos hipotalamicos. Dessa maneira, os astrécitos
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parecem responder a troca de meio extracelular entre as idades propostas. Nossos
resultados apontam que as culturas de astrécitos neonatos e adultos podem
representar uma nova perspectiva para a reprogramacao celular, contribuindo para a

elucidacao de processos relacionados ao envelhecimento astrocitario hipotalamico.
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8 RESUMO DOS RESULTADOS

Tabela 1. Resumo dos resultados nas culturas de astrdcitos hipotalamicos.

GRUPOS
n Neonato + Adulto +
Parametros meio de meio de _
Metodologia
cultura cultura
adulto neonato
- MTT (%) C - C - Colorimétrica
o8
2 'E Lactato (mM) C 1 C - Colorimétrica
S0
c ©
o 2 CS (RNAm) C 1 C - RT-PCR
==
GFAP (RNAm) C - C - RT-PCR
GS (umol/mg C - C - Colorimétrica
g -% prot/h)
g = GS (RNAm) C - C - RT-PCR
o
«O s
§ 2 GSH intracelular C - C - Fluorimétrica
(nmol/mg prot)
GCL (RNAm) C - C - RT-PCR
TNF-a (pg/ml) C i C l ELISA
TNF-a (RNAm) C 1 C ! RT-PCR
g IL-1B (pg/ml) C 1 C | ELISA
©
£ IL-18 (RNAm) C 1 C ! RT-PCR
7‘-; IL-10 (pg/ml) C 1 C - ELISA
7]
S IL-10 (RNAm) C - C - RT-PCR
(%]
(&)
x COX-2 (RNAm) C 0 C ! RT-PCR
NFkB (RNAm) C 1 C - RT-PCR
Nrf2 (RNAm) C 1 C - RT-PCR
5}
g E HO-1 (RNAm) C 0 C - RT-PCR
© 0
59 SIRT1(RNAM) C 1 C - RT-PCR
c O
©
§ N AMPK (RNAm) C 1 C 0 RT-PCR
=g
@ PGC-1a (RNAm) C - C 0 RT-PCR
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enescéncia

021 (RNAM) 1 C ! RT-PCR

S

Legenda: C condicdo controle; — sem alteragao; 1 aumento significativo; | diminuigao
significativa.
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