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RESUMO

Os efeitos antioxidantes dos compostos bioativos derivados do alho, como a S-alil-L-cisteina
(SAC), ja estdo sendo estudados vastamente na periferia e em algumas células do sistema
nervoso central, como células neuronais. A SAC ¢é o composto organossulfurado mais
prevalente nos extratos de alho envelhecido, caracterizada por conter um grupo tiol (-SH) e
atuar diretamente como quelante de metais, inibidores de radicais livres e substratos para
reacOes redox especificas, permitindo a redug¢do de radicais livres instdveis por meio de
processos oxidativos e contribuindo indiretamente no sistema de defesa antioxidante ndo
enzimatico. Isso se da por meio da glutationa reduzida, considerada a molécula antioxidante
mais importante do sistema nervoso central e altamente presente em astrocitos. Os astrocitos
sdo células altamente complexas e heterogéneas, abundantes no sistema nervoso central, que
desempenham um papel crucial na interacdo direta com os neurdnios, por exemplo,
detoxificando diversas substancias através da sintese e secrecao de glutationa reduzida, assim
como desempenhando protagonismo no ciclo glutamato-glutamina. Os astrdcitos apresentam
funcdo importante na manutencdo da homeostase cerebral e estdo diretamente envolvidos nos
processos de neuroinflamagdo, neurotoxicidade e estresse oxidativo, que estdo associados ao
estresse oxidativo com a patogénese de doengas neurodegenerativas. O papel antioxidante
direto e indireto de SAC no sistema nervoso central, no momento, ainda nao esta claro nos
estudos a ponto de evidenciar a capacidade de SAC modular atividades dos astrocitos. Logo,
o objetivo deste trabalho foi verificar a viabilidade celular (redu¢do de MTT, incorporagdo de
corante vermelho neutro, atividade extracelular de lactato desidrogenase de astrdcitos
submetidos a diferentes concentragcdes de SAC (1 uM, 10 uM e 100 uM) e apos, verificar a
influéncia das concentracdes de SAC, que ndo se mostraram toxicas, sobre os seguintes
parametros funcionais astrociticos: conteudo de glutationa reduzida e atividade de glutamina
sintetase. Foi realizada cultura priméria de astrocitos de coértices cerebrais de ratos Wistar
recém-nascidos. Apos atingir a confluéncia (21 dias), o meio de cultura foi substituido por
DMEM sem soro fetal bovino, na presenca ou nao de S-alil-L-cisteina 1 uM, 10 uM ou 100
uM, durante 24 horas. Apos, o meio de incubagdo foi coletado e as células foram lisadas, de
acordo com os ensaios que foram realizados. Nao observamos diferengas significativas tanto
na reducdo de MTT, assim como na incorporag¢do do corante vermelho neutro ou na atividade
extracelular de lactato desidrogenase, além de, preliminarmente, ndo observamos alteracao
significativa para conteudo de glutationa reduzida e atividade da glutamina sintetase para os
astrocitos incubados com SAC nas diferentes concentragdes. E possivel inferir que a
S-alil-L-cisteina ¢ um composto que se mostrou seguro para uso em astrocitos primarios
nestas concentragdes € a continuidade do trabalho com novos experimentos serd necessaria
para avaliar seu efeito em parametros astrociticos normais.

Palavras-chave: S-alil-L-cisteina; cultura primdria de astrdcitos; composto bioativo do alho;
estresse oxidativo.



ABSTRACT

The antioxidant effects of bioactive compounds derived from garlic, such as
S-allyl-L-cysteine (SAC), have been extensively studied in the periphery and in certain cells
of the central nervous system, such as neuronal cells. SAC is the most prevalent organosulfur
compound in aged garlic extracts, characterized by its thiol group (-SH) and its direct role as a
metal chelator, free radical inhibitor, and substrate for specific redox reactions. This enables
the reduction of unstable free radicals through oxidative processes and indirectly contributes
to the non-enzymatic antioxidant defense system, which occurs via reduced glutathione,
considered the most important antioxidant molecule in the CNS and highly abundant in
astrocytes. Astrocytes are highly complex and heterogeneous cells, abundant in the central
nervous system, playing a crucial role in direct interactions with neurons - for instance,
detoxifying substances through the synthesis and secretion of reduced glutathione - as well as
being key players in the glutamate-glutamine cycle. Astrocytes play an important role in
maintaining brain homeostasis and are directly involved in the processes of
neuroinflammation, neurotoxicity and oxidative stress, which are associated with oxidative
stress and the pathogenesis of neurodegenerative diseases. The direct and indirect antioxidant
role of SAC in the central nervous system, at the moment, is not yet clear in studies to the
point of demonstrating the ability of SAC to modulate astrocyte activities. Thus, the objective
of this study was to evaluate cell viability (MTT reduction, neutral red dye uptake,
extracellular lactate dehydrogenase activity in astrocytes exposed to different concentrations
of SAC (I uM, 10 uM, and 100 pM) and to assess the influence of non-toxic SAC
concentrations on the following astrocytic functional parameters: reduced glutathione content
and glutamine synthetase activity. Primary astrocyte cultures were derived from the cerebral
cortices of newborn Wistar rats. After reaching confluence (21 days), the culture medium was
replaced with DMEM without fetal bovine serum, with or without 1 uM, 10 uM, or 100 uM
S-allyl-L-cysteine, for 24 hours. Afterward, the incubation medium was collected, and the
cells were lysed according to the assays performed. No significant differences were observed
in MTT reduction, neutral red dye uptake, or extracellular lactate dehydrogenase activity.
Additionally, preliminary results showed no significant changes in reduced glutathione
content or glutamine synthetase activity in astrocytes incubated with SAC at the different
concentrations. It is possible to infer that S-allyl-L-cysteine is a compound isolated from
garlic safe for use in primary astrocytes at these concentrations. Further studies will be
necessary to evaluate its effect on normal astrocytic parameters.

Keywords: S-allyl-L-cysteine; primary astrocyte culture; bioactive compound from garlic;
oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

Compostos bioativos sdo compostos nao-nutrientes presentes em alimentos como
frutas, hortaligas, cereais, legumes e grdos, que desempenham uma atividade bioldgica,
geralmente associada a agdes anti-inflamatoria e antioxidante, colaborando para o bom
funcionamento do organismo (UNIRIO, 2021).

Com base na diversidade e abundancia de compostos bioativos encontrados na
natureza, eles s@o classificados em diversas categorias baseadas nas suas estruturas quimicas,
tais como polifenodis, carotenoides e compostos sulfurados. No grupo dos compostos
sulfurados, o alho ¢ uma das principais fontes, proporcionando uma variedade de produtos ¢
subprodutos, incluindo aliina, alicina e S-alil-L-cisteina (SAC). A SAC ¢ o composto
organossulfurado mais prevalente nos extratos de alho envelhecido (at¢ 20 meses)
(FRANCO-ENZASTIGA et al., 2017).

Os bulbos de alho em sua forma intacta contém quantidades significativas de
y-glutamilcisteinas, que sdo compostos de reserva capazes de serem hidrolisados e oxidados
para formar naturalmente a aliina (Figura 1) durante o armazenamento em temperaturas
baixas. No entanto, quando submetido a processamento, como corte, esmagamento,
mastigacdo ou desidratagdo, um importante papel ¢ desempenhado pela enzima vacuolar
conhecida como alinase, que converte rapidamente os sulfoxidos de cisteina citosélicos
(aliina) em alquil alcano-tiossulfinatos, os quais apresentam propriedades odoriferas e
citotoxicas, como a alicina. A alicina e outros tiossulfinatos se decompdem de forma
instantanea, dando origem a compostos como dialil sulfeto (DAS), dialil dissulfeto (DADS),
dialil trissulfeto (DAT), ditiinas e ajoene. Ao mesmo tempo, as y-glutamilcisteinas passam por
uma via metabolica diferente, resultando na formacdo de S-alil-L-cisteina (SAC)

(AMAGASE et al., 2001).
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Figura 1. Compostos bioativos presentes no alho e seus derivados. Fonte: Elaborado pelos autores.

A SAC ¢ conhecida por eliminar radicais superdxidos e neutralizar o perdxido de
hidrogénio, evitando assim o dano celular induzido por ele e a peroxidagdo lipidica, ja
evidenciado em células endoteliais (ROJAS et al., 2011), desempenhando um papel de grande
relevancia como molécula organossulfurada. E caracterizada por conter um grupo tiol (-SH),
cuja fungdo € prevenir a oxidacdo e nitragdo de lipidios ou proteinas, resultado da sua
habilidade em doar 4tomos de hidrogénio (H,) ou protons (H") para espécies eletrofilicas. Os
tiois sdo potentes antioxidantes que atuam de forma poderosa como quelantes de metais,
inibidores de radicais livres e substratos para reagdes redox especificas, permitindo a redugao
de radicais livres instaveis por meio de processos oxidativos (MANOONPHOL et al., 2023).

Dessa maneira, a SAC apresenta essas atribui¢des por ser, basicamente, capaz de:
eliminar espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (EROs/ERNs) devido ao grupo alil em sua
estrutura, protegendo assim as células contra peroxidacao lipidica, oxidagdo de proteinas e
nitracdo, bem como danos mitocondriais; quelar ions metalicos envolvidos na formacao de
EROs/ERNs, como Fe* e Cu?'; e contribuir no sistema de defesa antioxidante ndo
enzimatico, por meio da glutationa reduzida (FRANCO-ENZASTIGA et al., 2017).

Alguns trabalhos in vitro e in vivo em dareas centrais utilizando linhagem celular
neuronal (KOSUGE et al, 2003), cultura de fatias hipocampais (IMAI et al., 2007), linhagem
celular de glioma (KAYA et al., 2023), linhagem celular de glioblastoma (REYES-SOTO et
al., 2024), além de tecido hipocampal, estriado e cortex frontal (FRANCO-ENZASTIGA et
al., 2017) sugerem passagem da SAC pela barreira hematoencefilica, regido na qual um outro
tipo celular, chamado astrocito, exerce papel importantissimo. Os astrocitos sdo células

altamente complexas e heterogéneas, abundantes no sistema nervoso central (SNC), que
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desempenham um papel crucial na interagdo direta com os neurdnios, por exemplo,
detoxificando diversas substancias através da sintese e secre¢do de glutationa reduzida (GSH),
assim como desempenhando protagonismo no ciclo glutamato-glutamina (Figura 2), através
da captacdo do neurotransmissor excitatorio glutamato liberado na fenda sindptica e
conversao do respectivo neurotransmissor em glutamina pela enzima glutamina sintetase
(GS), o que possibilita transporta-la para o neurénio que podera produzir o neurotransmissor
novamente (BERNSTEIN et al., 2014). Suas fun¢des abrangem ndo apenas o suporte aos
neurdnios, mas também a participacdo na formag¢do de sinapses, o metabolismo de
neurotransmissores ¢ a manutencdo da barreira hematoencefalica (BHE) (WANG and
BORDEY, 2008). Além disso, a captagdo astrocitica de glutamato também ¢ essencial para
manter os niveis de glutationa, ja considerado o principal antioxidante do cérebro,
evidenciando o quanto a atividade da GS ¢ um ponto crucial para o predominio de
direcionamento do glutamato intracelular, seja para formacdo de glutamina, seja para

formag¢ao de GSH, seja precursor energético (DRINGEN, 2000).

(" meurénio -
pré-sindptico
Gin
Glu
Gl
Glu . - Glu
Ul
GSH astrocito
” '
cisteilglicina cisteilglicina
neurinio
.\pﬁs—simipiim y

Figura 2. Ciclo glutamato glutamina e metabolismo de GSH. A figura mostra o ciclo
glutamato-glutamina (setas azuis), no qual o astrocito capta o excesso de glutamato (Glu) liberado na fenda
sinaptica pelo neurdnio pré-sinaptico; depois de captado, o glutamato pode ser condensado com amoénia (NH4+)
pela enzima glutamina sintetase (GS), que o converte em glutamina (Gln) em uma reagdo dependente de
adenosina trifosfato (ATP); a glutamina pode ser redistribuida para o neurdnio para sintese de novo de glutamato.
No astrécito, o glutamato também pode ser destinado a sintese de glutationa reduzida (GSH) (setas roxas),
tripeptidio formado por glutamato, cisteina e glicina; o astrocito secreta GSH, que pode ser usada como substrato
para a ectoenzima astroglial yglutamiltranspeptidase cujo produto, o dipeptideo cisteilglicina, ¢ usado como
precursor para a sintese de GSH pelo neurénio. Fonte: FROES, Fernanda. Efeitos de dcidos graxos saturados de
cadeia longa, cinamaldeido ou benzoato de sodio em astrocitos. 2024. Tese (Doutorado em Ciéncias Biologicas:
Bioquimica do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude) - Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, p. 10.
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No SNC, os astrécitos apresentam fungdo importante na manutencdo homeostase
cerebral, além de estarem diretamente envolvidos nos processos de neuroinflamacao,
neurotoxicidade e estresse oxidativo (BRAHMACHARI; JANA; PAHAN, 2009), o que os
torna alvos cruciais de estudo em relacdo a vérias doengas que afetam o SNC. No entanto, ha

escassez de estudos e elucidagdo de mecanismos sobre os efeitos da SAC em astrocitos.

1.1 JUSTIFICATIVA

Os efeitos antioxidantes dos compostos derivados do alho, especialmente a SAC, ja
estdo sendo estudados vastamente na periferia € em algumas células do SNC, como células
neuronais (HASHIMOTO et al., 2020; SHI et al., 2015), porém, no momento, ndo ha clareza
nos estudos que evidenciem a capacidade de SAC modular atividades dos astrocitos.
Considerando a importancia dessas células na manutencdo da homeostase cerebral, além da
associacdo do estresse oxidativo com a patogénese de doencas neurodegenerativas
(KOROVESSIS et al., 2023), o estudo dos efeitos desse composto sobre o metabolismo

normal dos astrocitos se torna necessario.

1.2 OBJETIVOS

Em virtude da importincia de se avaliar a atividade de SAC em células astrogliais e

possiveis mecanismos neuroprotetores, apresentamos os objetivos para este trabalho.

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da exposicao de culturas primérias de astrocitos de ratos a SAC

sobre parametros funcionais caracteristicos desse tipo celular.

1.2.2 Objetivos especificos

Verificar a viabilidade celular (reducao de MTT, incorporagdao de corante vermelho
neutro, atividade extracelular de lactato desidrogenase (LDH)) de astrécitos submetidos a
diferentes concentragdes de SAC (1 uM, 10 uM e 100 uM);

Ap6s, verificar a influéncia das concentracdoes de SAC, que ndo se mostraram
toxicas, sobre os seguintes parametros funcionais astrociticos: conteido de glutationa

reduzida (GSH) e atividade de glutamina sintetase (GS).
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2 METODOS

2.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO E AMOSTRA

Delineamento experimental in vitro, foi realizado cultura primaria de astrocitos a
partir de ratos da colonia Wistar entre 1 e 4 dias de idade, machos ou fémeas, provenientes de
ninhadas do acasalamento harém da colonia expansao (1:2), de acordo com a disponibilidade
do biotério, onde foram criados em padrdo sanitario convencional controlado, no Centro de
Reprodu¢do e Experimentagdo de Animais de Laboratorio (CREAL) da UFRGS, com
fotoperiodo de 12 horas claro/escuro (07:00/19:00h) e temperatura controlada (21-23°C). As
fémeas progenitoras foram mantidas em gaiolas com dimensdes 41 x 34 x 16cm, devidamente
identificadas, em cama de maravalha de pinus autoclavada e alimentadas com ragao
balanceada padrdo para roedores (Nuvilab CR-1® - Nuvital) e 4gua ad libitum. Os neonatos

utilizados neste estudo ndo permaneceram no biotério apos o 4° dia de vida.

2.2 ASPECTOS ETICOS

Os cuidados com os animais seguiram as diretrizes governamentais oficiais conforme
a lei n® 11.794/2008, as diretrizes da Federacdo das Sociedades Brasileiras para Biologia
Experimental aprovadas pelo Comité de Etica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
bem como a Resolu¢do Normativa n° 33 do CONCEA. O projeto esta cadastrado com o

numero 32774, aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA).

2.3 LOGISTICA

Este trabalho de conclusdo de curso foi realizado no Departamento de Bioquimica do
Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Os
animais foram levados imediatamente a sala de cultivo celular, onde foram decapitados sem o
uso de anestésicos, uma vez que poderiam interferir nos parametros que foram avaliados,
conforme descrito na literatura (ZHOU et al., 2006; VICENTE et al., 2007; GORINA et al.,
2011; ZHANG et al. 2011; WERRY et al. 2012). A SAC (SML0337 - >98% (HPLC)) foi

obtida comercialmente através da Sigma-Aldrich.
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As culturas primarias de astrocitos foram realizadas como previamente descrito
(GOTTFRIED et al. 1999). Cortices cerebrais de ratos Wistar recém-nascidos foram
removidos e dissociados mecanicamente. Apds centrifugacdo, o pellet foi suspenso em
DMEM contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) e as células foram semeadas em placas
recobertas com polil-L-isina. As culturas foram mantidas em incubadora com 5% de
CO,/95% de ar a 37°C até atingirem a confluéncia.

Apos atingir a confluéncia (21 dias), o meio de cultura foi substituido por DMEM
sem soro fetal bovino, na presen¢a ou ndo de S-alil-L-cisteina 1 uM, 10 uM ou 100 pM,
durante 24 horas. Tais concentragdes foram escolhidas com base em trabalhos prévios da
literatura com neurdnios e outros tipos celulares (HASHIMOTO et al, 2020; SHI et al, 2015;
IMALI et al, 2016; KOSUGE et al, 2020). Apos, o meio de incubagao foi coletado e as células

foram lisadas, de acordo com os ensaios que foram realizados.

2.4 MEDIDAS E PROCEDIMENTOS

2.4.1 Viabilidade celular

Reducdo de MTT: foi realizada segundo Leite et.al (2009) para avaliagdo da
viabilidade celular. O MTT foi incubado por 30 minutos nas células e o produto corado
resultante de sua reducao foi solubilizado em DMSO. As absorbancias foram determinadas a
560 e a 650 nm e o resultado foi calculado pela diferenca entre os valores de absorbancia
encontrados nos diferentes comprimentos de onda (absorbancia 560 nm — absorbancia 650
nm).

Incorporagdo de Vermelho Neutro (VN): foi realizada segundo Leite et.al (2009) para
avaliacdo da viabilidade celular. O VN foi incubado por 30 minutos nas células e o corante
captado pelas células por endocitose foi solubilizado em DMSO. A absorbancia foi

determinada a 560 nm.

2.4.2 Integridade celular

Atividade extracelular de lactato desidrogenase (LDH): A atividade da enzima no

meio extracelular foi determinada por kit comercial (Bioclin) conforme indica¢des do

fabricante.
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2.4.4 Contetado de Glutationa Reduzida (GSH)

O conteudo de glutationa reduzida (GSH) foi quantificado no lisado das células por
uma técnica fluorimética conforme Browne e Amstrong (1998). As células foram lisadas em
tampao fosfato e adicionou-se acido metafosforico (MPA). Apds, o-ftaldialdeido (OPT) foi
incubado por 15 min a temperatura ambiente em camara escura. A fluorescéncia das amostras
foi medida nos comprimentos de onda de excitacao (350 nm) e emissdo (420nm) e comparada
a uma curva padrao de GSH. O resultado foi corrigido pelo valor de proteinas totais de cada

amostra.

2.4.5 Atividade da Glutamina Sintetase (GS)

A atividade da enzima foi mensurada nas células por técnica colorimétrica segundo
Minet (1997). As células foram lisadas em tampao imidazol e incubadas por 15 minutos em
tampado imidazol, contendo glutamina, hidroxilamina, arsenato de sodio, cloreto de manganés
e ADP. Apos, a reagdo foi parada com a adigdo de cloreto férrico em meio acido e, apds
centrifugacdo e separacdo do sobrenadante, o produto corado formado foi lido em 540 nm. A
atividade da GS foi calculada a partir da comparagao dos resultados obtidos com uma curva

padrao do produto corado.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente foi realizada a analise estatistica descritiva e a avaliagao da normalidade
e homogeneidade dos dados. A partir dos resultados obtidos com o teste de normalidade
foram utilizados testes comparativos para os tratamentos propostos. O nivel de significancia
adotado foi de 5% para todos os testes estatisticos. Uma vez que todos os dados obtidos foram
paramétricos e homogéneos, utilizamos ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey,

considerando o valor de p < 0,05 como critério para significancia estatistica.
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3 REVISAO DA LITERATURA

O alho (A/lium sativum L.), uma planta bulbosa da familia Liliaceae, é nativo da Asia
Central, mas atualmente cresce em muitos paises ao redor do mundo. O alho ¢ amplamente
utilizado como um tempero devido as suas qualidades de sabor, bem como as propriedades
benéficas a saude (BAR et al., 2022). Ele tem potenciais aplicagdes terapéuticas, seja com
propriedade antioxidante, anti-inflamatéria, cardioprotetora,  atividades anticancer e
antibacteriana (BAYAN et al., 2014). O alho ¢ composto principalmente de carboidratos,
seguidos por compostos de enxofre, proteinas, fibras, aminodcidos livres, alguns outros
fitoquimicos, vitaminas ¢ minerais, sendo a maioria desses componentes solivel em agua
(RAHMAN e LOWE, 2006).

Um desses componentes importantes ¢ a SAC, sendo um composto bioativo presente
e oriunda do processo de envelhecimento do extrato do alho, chamado de extrato de alho
envelhecido (do inglés AGE - Aging Garlic Extract). AGE ¢é a preparagdo de alho mais
amplamente utilizada, geralmente produzida pelo armazenamento de alho fatiado em uma
mistura de dgua e etanol por mais de 10 meses em temperatura ambiente (KODERA et al.,
2020). Este processo de envelhecimento visa converter os compostos de enxofre odoriferos,
asperos e irritantes em compostos inodoros e ndo irritantes, acompanhados pela transformagao
da alicina em outros compostos organossulfurados soliveis em agua, como SAC. Além do
extrato de alho envelhecido, existem outras formas consumiveis de alho no mercado além do
proprio alho fresco, como 6leo de alho, macerado de o6leo desidratado e alho em pd, que
diferem entre si acerca dos solventes utilizados para extragdo do produto e consequentemente
na concentracdo de seus compostos bioativos (alicina, aliina, SAC, DADS, DATS, DAS e
ajoene) (BAR et al., 2022).

Ray e colaboradores (2011), demonstraram que o extrato de alho envelhecido e a
SAC foram capazes de evitar danos oxidativos a linhagem de células neuronais PC12
causados por espécies reativas de oxigénio. As cé€lulas diferenciadas PC12 foram co-tratadas
com SAC (1 uM e 2 uM) e 200 uM H,0O, por 48 horas. Apos o tratamento, a viabilidade das
células foi medida pela concentragdo de ATP intracelular. Os resultados indicaram uma perda
significativa de células vidveis com o tratamento com H,0, que foi impedido quando as
células foram co-incubadas com SAC. A toxicidade celular foi avaliada pela atividade da
lactato desidrogenase (LDH) com amostras de meios condicionados. Os resultados sugeriram
que a liberacdo de LDH foi induzida pelo H,O,, sendo prevenida pela SAC (RAY et al.,

2011). Kim e colaboradores (2006), na época, investigaram o mecanismo neuroprotetor da
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SAC em insultos isquémicos cerebrais. No modelo in vitro de isquemia cerebral, utilizando-se
de SAC em concentragdes de 10 uM e 100 uM, culturas mistas de neurdnios e c€lulas gliais
foram cultivadas a partir dos cortices pré-frontais de filhotes de ratos Sprague-Dawley de 2 a
5 dias de idade, as quais foram privadas de glicose, em uma camara anaerdbica
(ThermoForma, Marietta, OH, EUA) mantendo uma condi¢do de 85% N, /5% CO,/10% H..
Uma hora apos o inicio da privagdo de oxigénio e glicose, as células retornaram a condigao
normoglicémica (5,5 mM de glicose) e normoxia por 2 h antes de determinar a atividade da
LDH liberada no meio, como pardmetro de morte celular. A SAC (10 puM) reverteu
parcialmente a liberagio de LDH no meio, induzida pelo dano de privagdo de
oxigénio/glicose.

Ao avaliar efeito antioxidante, conforme Kim e colaboradores (2006), a SAC foi
capaz de eliminar eficazmente o peroxinitrito (ONOO—) gerado a partir de SIN-1, um gerador
de ONOO-, em uma relacdo dose-dependente, além de reduzir significativamente (SAC 10
uM) a imunorreatividade da nitrotirosina e oxidagdo de DCF-H, ambos marcadores dos niveis
de ONOO—, elevado em astrécitos privados de glicose. No entanto, a eficacia da SAC para a
eliminagdo de H,0,, caracteristicas relevantemente citadas entre os artigos, pareceu ser muito
menor do que a do ONOO —, segundo os autores neste trabalho. A SAC (10 uM) nao reduziu
significativamente a citotoxicidade do H,O, (100 uM), o que foi observado apenas em
concentragdes de 100 uM ou superior, indicando que a SAC eliminou mais efetivamente o
ONOO- entre as moléculas reativas estudadas (KIM et al., 2006).

No SNC, as respostas antioxidantes podem ocorrer pelos sistemas antioxidantes
enzimatico ou ndo enzimdatico. A resposta antioxidante enzimatica abrange enzimas
antioxidantes, como glutationa peroxidase, catalase e superdxido dismutase. J4 os sistemas
antioxidantes ndo enzimaticos incluem substancias redutoras, como a GSH, o acido ascorbico
e o a-tocoferol, entre outros, que sdo essenciais na eliminacdo de EROs (CHEN et al., 2020).
As diversas fungdes astrociticas sdo essenciais para o funcionamento adequado do SNC e a
disfungdo dessas células pode ocasionar e promover distirbios neurologicos. A GSH ¢ o
principal antioxidante produzido pela glia e tem uma grande importancia na prevengao e
controle do dano oxidativo, sendo sintetizada principalmente pelos astrocitos. As células
astrogliais também secretam a GSH, que pode ser usada como substrato para a ectoenzima
astroglial y-glutamiltranspeptidase cujo produto, o dipeptideo cisteilglicina, ¢ usado como
precursor para a sintese de GSH pelos neuronios (DRINGEN; GUTTERER; HIRRLINGER,
2000). Dessa forma, os astrocitos sdo considerados células altamente resistentes ao estresse

oxidativo, uma vez que a GSH pode atuar diretamente na detoxificagdo de EROs de maneira
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ndo enzimatica ou ser oxidada a glutationa dissulfeto (glutationa oxidada, GSSG) pela
glutationa peroxidase (DRINGEN; GUTTERER; HIRRLINGER, 2000).

Na tentativa de investigar se a SAC pode prevenir a morte celular, Yoshihisa e
colaboradores (2003) realizaram um estudo in vitro com modelo de células neuronais PC12
(diferenciadas pelo fator de crescimento do nervo), onde foi induzido morte celular por
diferentes maneiras: por proteina B-amiloide (A), peptideo que estd associado a placas ou
agregados nos cérebros de pacientes com doenga de Alzheimer (DA) e € citotoxico para
neurdnios; por 4-hidroxinonenal (HNE), um mediador da morte neuronal tardia induzida pelo
estresse oxidativo sendo um produto aldeidico da peroxidagdo lipidica de membrana; e por
tunicamicina (TM), um estressor do reticulo endoplasmatico (ER). A SAC nao foi capaz de
proteger contra a morte celular induzida por HNE. Contudo, em um modelo de morte
induzida pelo peptideo B-amiloide 140 (1 uM), a SAC aplicada simultaneamente protegeu as
células contra a morte celular medida por MTT de uma maneira dependente da concentracao
(0,001 uM a 10 uM). Da mesma forma, a SAC em concentragdes de I pM e 10 uM diminuiu
drasticamente o nimero de células mortas coradas por iodeto de propideo. Condi¢ao similar
ocorreu com a exposi¢do a 1 uM de tunicamicina, resultando em uma diminui¢do de 30% na
extensdo da reducdo de MTT, recuperada reversivelmente pela SAC de maneira
dose-dependente (0,01 uM a 10 uM).

Na literatura, também estdo documentados alguns efeitos anti-cancer, em grande
parte com o uso de concentragdes variando de micromolar (uM) a milimolar (mM) em células
de cancer de bexiga, neuroblastoma e cancer de mama, figado e pulmao (GAPTER; YUIN;
NG, 2008; CHO et al., 2015; SENGUPTA et al., 2017; BRONOWICKA-ADAMSKA et al.,
2020; KANAMORI et al., 2020; KHAN et al., 2021). Contudo, o trabalho de Reyes-Soto e
colaboradores (2024) adotou uma faixa de concentragao crescente em uM, onde investigaram
o efeito antiproliferativo de SAC em duas linhagens de células de glioblastoma (GBM) de
ratos, RG2 e C6, por curva de concentragdao (1 uM a 750 uM) sozinho ou combinado com
temozolomida (TMZ), medicamento quimioterapico de primeira linha usado para tratar GBM.
Interessantemente, o grupo demonstrou que a SAC, sozinha ou em combinagdo com TMZ,
exerce efeitos antitumorais mediados por mecanismos regulatorios de respostas de atividade
redox, por aumentar o efeito lipoperoxidativo da TMZ e reduzir a resisténcia antioxidante
celular em ambas as linhagens celulares ao frear o aumento da razdo GSH/GSSG induzido

pela TMZ, mesmo em concentragcdes menores de SAC.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Ao fim deste trabalho, ¢ possivel inferir que a SAC, um composto bioativo isolado do
alho, se mostrou segura para uso em astrocitos primarios nestas concentragdes € a
continuidade do trabalho com novos experimentos sera necessaria para avaliar seu efeito em
parametros astrociticos normais.

Apds o presente trabalho, pretende-se continuar investigando os efeitos da SAC ainda
nao bem elucidados nos astrécitos da seguinte forma: aumentando o nimero de experimentos
para conteudo de GSH e atividade da enzima GS, também estendendo a analise do
metabolismo de glutamato com a captagdo de glutamato e dos parametros funcionais normais
dessas células, com andlise da proteina S100B e proteina glial fibrilar acida (GFAP), ambas
proteinas bastante caracteristicas de astrdcitos.

Além disso, sera realizada a indug¢dao de dano oxidativo ou inflamatério (utilizando
LPS ou peroxido) nas células, a fim de avaliar a responsividade e o comportamento de SAC

diante um dano celular.
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