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Objetivos:

Avaliar a participacao das especies reativas do oxigénio/nitrogénio na ativacao do
Nrf2 dentro do modelo de diferenciacao neuronal das células SHSY-5Y mediada por
acido retinoico. Com isso, pretende-se melhorar terapias que se utilizam da modulacao
da neurogénese para combater Doenca de Parkinson e Doenca de Alzheimer.

Materials e méetodos:

Para determinar a producao interna de espeéecies reativas apos o tratamento com
acido retinodico, foi medida a oxidagao da 2°,7 -dicloro-hidrofluoresceina diacetato
(DCFH-DA) por fluorescéncia. O mesmo protocolo foi realizado para o tratamento com
peroxido de hidrogénio (10nM, 100nM, 10uM e 100uM).

A concentracao final de acido retinoico utlilazada foi de 10pM. Tambem foram
realizados co-tratamentos com Trolox® (100uM), enzima catalase (500un/mL) e
Peroxido de Hidrogénio (100uM) para avaliar o possivel papel das espécies reativas na
ativacao do Nrf2. Os meios de cultura com os devidos tratamentos foram trocados a
cada 72horas.

A ativacao do Nrf2 foi quantificada por western blotting, mediante separacao da
fracao nuclear e citosolica das celulas e deteccao da sua translocacao na fracao
nuclear.

As células com diferentes dias de exposicao ao tratamento comAR (dia0, 1,4 e 11)
tiveram seu conteudo de RNA isolado pelo KitPureLink® RNA Mini Kit - Life
Technologies conforme o protocolo. O cDNA foi sintetizado usando SuperScript® Il
Reverse Transcriptase (RT). Aexpressao do Nrf2 e das enzimas antioxidantes foi entao

quantificada pelas reacoes em placas customizadas com primers para humanos junto a
APPLIED biosystems.

Resultados:
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Figura 1: Producao de espeécies reativas de oxigénio pelos tratamentos de acido retindico (AR 10uM) e peroxido de
hidrogénio em curva de concentracao. Marcacoes: * diferente do controle; a diferente do AR. P<0,001.
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Figura 2. Expressao do Nrf2 e das enzimas antioxidantes em celulas tratadas com acido retindico durante o processo de
diferenciacao.
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Figura 3. Ativagao do Nrf2 em celulas apos 2h de tratamento com acido retindico, enzima catalase e peroxido de
hidrogénio.

Conclusao:
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