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FOTOBIOMODULACAO E TAURINA EM NEUROBLASTOMA HUMANO:
ESTUDO IN VITRO DA DOENCA DE ALZHEIMER
RESUMO

A capacidade de reparo limitada do sistema nervoso central (SNC) é um desafio consideravel.
A Doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa progressiva e altamente
prevalente que afeta milhdes de pessoas em todo o mundo. A regeneragdo completa do SNC
ainda ndo € possivel e é procurada por diferentes meios, incluindo terapias medicamentosas e
irradiacbes com LED (light emission diode), que séo algumas alternativas promissoras para a
prevencdo, contencdo do avanco acelerado das doencas neurodegenerativas e uma possivel
reconstrucdo das estruturas do tecido neural. Neste trabalho, propusemos estabelecer e
padronizar um modelo in vitro da DA utilizando o perdxido de hidrogénio (H202) para simular
0 estresse oxidativo caracteristico da DA, realizado em linhagem celular de neuroblastoma
humano (SH-SY5Y). Deste modo, o estudo explora os efeitos da taurina em conjunto com LED
sob estresse oxidativo, com objetivo de avaliar o efeito neuroprotetor e também a capacidade
de restauracao celular posterior ao estresse oxidativo. Pesquisas recentes apontam que o LED
tem grande potencial para ser incluido como parte do tratamento da DA, entretanto, tendo a
combinacdo de duas terapias (LED e suplementacdo com taurina) o resultado podera ser
promissor. Neste trabalho, foi realizada a avaliacdo do LED no comprimento de onda em 660
nm e taurina como modelo de pré-tratamento e tratamento em células estressadas
oxidativamente, avaliando a atividade mitocondrial pelo teste colorimétrico de MTT
(quantitativo) e marcacdo das mitocdndrias de células vivas por fluorescéncia utilizando
MitoTracker Orange (qualitativo). Foi avaliada também a viabilidade celular pelo teste de azul
de Tripan (quantitativo e qualitativo) e a verificacdo das estruturas celulares por meio do
microscopio eletrénico de varredura (MEV) (qualitativo). Ao realizar as analises estatisticas e
analisar as imagens, o LED em conjunto com a taurina apresentaram efeitos neuroprotetores
somente no pré-tratamento, ou seja, quando a célula é exposta ao LED e taurina e
posteriormente estressada com H20.. Comparando a acdo dos dois pré-tratamentos em contato
com a célula e tambem quando s&o expostos ao H20z, pode-se observar que o LED tem maior
efeito proliferativo celular em comparagdo com a taurina.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer; Neuroprotegéo; Estresse Oxidativo.



PHOTOBIOMODULATION AND TAURINE IN HUMAN NEUROBLASTOMA: IN
VITRO STUDY OF ALZHEIMER'S DISEASE
ABSTRACT

The limited repair capacity of the central nervous system (CNS) is a considerable challenge.
Alzheimer's Disease (AD) is a progressive and highly prevalent neurodegenerative disease that
affects millions of people worldwide. Complete regeneration of the CNS is not yet possible and
is sought by different means, including drug therapies and LED (light emission diode)
irradiation, which are some promising alternatives for the prevention, containment of the
accelerated advance of neurodegenerative diseases and a possible reconstruction of the neural
tissue structures. In this work, we proposed to establish and standardize an in vitro model of
AD using hydrogen peroxide (H202) to simulate the oxidative stress characteristic of AD,
performed in a human neuroblastoma cell line (SH-SY5Y). Thus, the study explores the effects
of taurine in conjunction with LED under oxidative stress, in order to evaluate the
neuroprotective effect and also the ability of cellular restoration after oxidative stress. Recent
research indicates that LED has great potential to be included as part of the treatment of AD,
however, having the combination of two therapies (LED and taurine supplementation) the result
may be promising. In this work, the evaluation of LED at wavelength at 660 nm and taurine as
a pre-treatment and treatment model in oxidatively stressed cells was performed, evaluating
mitochondrial activity by the MTT colorimetric test (quantitative) and labeling of live cell
mitochondria by fluorescence using MitoTracker Orange (qualitative). Cell viability was also
evaluated by the Trypan blue test (quantitative and qualitative) and the verification of cellular
structures by means of the scanning electron microscope (SEM) (qualitative). When performing
the statistical analyzes and analyzing the images, LED together with taurine showed
neuroprotective effects only in the pre-treatment, that is, when the cell is exposed to LED and
taurine and later stressed with H.O>. Comparing the action of the two pre-treatments in contact
with the cell and also when they are exposed to H20, it can be seen that LED has a greater cell
proliferative effect compared to taurine.

Keywords: Alzheimer's Disease; Neuroprotection; Oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer (DA) tem esse nome devido ao medico neurologista aleméo Dr.
Alois Alzheimer que, em 1906, observou altera¢Ges no tecido cerebral de uma mulher com um
conjunto de confusGes mentais. Sabe-se agora que essas caracteristicas sdo da doenca (DE
FALCO et al., 2016).

A DA corresponde a 60% dos quadros demenciais, sendo a mais prevalente em todo o
mundo. Atualmente, 35,5 milhdes de pessoas convivem com essa doenga e a estimativa é que
esse numero dobre a cada 20 anos. A DA é uma doenga de grande impacto, podendo ser
acompanhada junto com o crescimento da populacdo idosa, pois a expectativa de vida aumenta
a cada ano. Contudo, o diagndstico tardio, aumentara o nimero de pessoas com a deméncia
(REITZ; MAYEUX, 2014).

A progresséo da doenca causa perda dos prolongamentos neurais e comprometimento
de seu entorno, levando a atrofia cerebral, pela reducdo da conectividade entre as sinapses, 0
metabolismo celular e a perda da capacidade da recuperacao neural. Uma das funcgdes afetadas
na DA é a cognitiva, responsavel pelas execucGes de atividades do cotidiano, como perda da
capacidade de planejar, dificuldade na producédo da fala e escrita, resultando em incapacidade
do individuo afetado para desempenhar as atividades do cuidar de si mesmo (FURTADO et al.,
2014).

Sabe-se que na DA ocorre um estresse oxidativo, liberando espécies reativas de oxigénio
(ERO), as quais, quando produzidas em excesso causam danos nas células. A busca da cura
para a DA estd sendo bastante explorada, com o objetivo de descobrir diagndstico precoce da
doenca e tratamentos mais eficazes. Ja se sabe que existem medicamentos que retardam a
doenca, promovendo maior qualidade de vida ao paciente. Existem também outras alternativas
para evitar a progressdo da doenca, como a fototerapia e também utilizacdo de antioxidantes.
No estudo de (LEE et al., 2020) mostraram que a taurina promove um efeito neuroprotetor em
células neurais, sendo caracterizada por ser um antioxidade. Contudo, sabe-se que 0 a
fototerapia feita por LED (Diodo Emissor de Luz) ou laser (Amplificacdo de Luz por Emisséo
Estimulada de Radiagéo) séo op¢des de tratamentos ndo invasivos a fim de melhorar a fungédo
cerebral (SALEHPOUR et al., 2018). Portanto, o presente estudo avalia os efeitos da taurina
em células neurais em condic¢des de estresse induzidas por peroxido de hidrogénio (H205),
simulando o estresse oxidativo caracteristico da DA. Também seré utilizada em conjunto a
fototerapia, com LED, para verificar o comportamento celular e observar se havera

biomodulagéo celular, conforme a figura 1 demonstra abaixo. Assim, o objetivo € analisar como
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as células neurais se comportam em modelo in vitro da DA utilizando H>O: e pré-tratadas com

taurina em combinagdo com LED.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DOENCAS NEURODEGENERATIVAS

O sistema nervoso é responsavel pelo processamento de informacdes mantendo a
interacdo do individuo com o ambiente. E um sistema importante para a realizacio de tarefas
diarias e esta relacionado aos movimentos, reflexos e sensibilidade e encontra-se comprometido

nos processos de envelhecimento (SERENIKI et. al., 2008).

As doencas neurodegenerativas sao caracterizadas pela degeneracdo e/ou morte dos
neurdnios, podendo ser de origem genética ou ndo, causando uma perda progressiva nas fungdes
motoras, fisiologicas e cognitivas (LUCIANA et al., 2017). Existem diversas doencgas
neurodegenerativas, sendo as mais prevalentes DA e Doenca de Parkinson (DP), que estdo
fortemente relacionadas ao envelhecimento, caracterizadas por morte celular, programada ou
resultante de influéncias externa, em regifes especificas do sistema nervoso central (SNC),
podendo ser programada ou resultante de influéncias externas e que iré levar aos sintomas das
doencas (TEIXEIRA et. al., 2010).

No Brasil, ndo estdo disponiveis dados epidemiolédgicos da populacdo acometidas por
doencas neurodegenerativas, nas diferentes classes sociais, pela auséncia de diagnostico
precoce. Tal fato traz um grande impacto na vida do paciente e de seus familiares, pelo
diagnostico tardio dessas afeccdes. E importante a atencéo da familia com o individuo e o apoio
de uma equipe multiprofissional para dar a devida assisténcia, assim podendo retardar a
progressdo da doenca fazendo uma terapia ocupacional, tendo assisténcia social e psicoldgica
(GIACOBINI; GOLD, 2013)

2.1.1 Doenca de Alzheimer

A DA é responsavel por 60% dos casos de deméncias, sendo uma doenca
neurodegenerativa progressiva, na qual ha comprometimento das capacidades neurologicas,
cognitivas e comportamentais, na maioria das vezes em individuos de idade avangada (FALCO
et al., 2016). No estagio inicial da doenca, o individuo ainda consegue ser independente, porém
com alguns lapsos de meméria como esquecer palavras, nomes e dificuldade de localizar
objetos do cotidiano. O segundo estagio, tipicamente é o mais longo, podendo durar varios anos.

Os sintomas nessa fase da doenca sdao mais acentuados, a pessoa pode ter dificuldades em
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lembrar detalhes importantes sobre sua vida, confusdo de palavras, ficando frustrada e agindo
de maneira inesperada. No terceiro estagio, que é o estagio final, os individuos perdem a
capacidade de responder ao ambiente, perdem as habilidades fisicas como sentar, andar e nao
controlando os movimentos, suas habilidades cognitivas pioram, ficam mais susceptiveis a
doenca, portanto, necessitam de cuidado permanente (SALAMEH et al., 2015; FISH et al.,
2019).

N&o se sabe ao certo o motivo do aparecimento da DA, mas sdo descritas algumas
alteracOes cerebrais, como: 0 acumulo do deposito de proteina B-amiloide (BA), anormalmente
produzida em excesso, e 0s emaranhados neurofibrilares, frutos da hiperfosforilacdo da proteina
TAU. Além disso, também ocorre reducdo do nimero de células nervosas (neurénios) e das
ligacdes entre elas (sinapses). Consequentemente, a macica perda sindptica e morte celular
causada em regides cerebrais sdo responsaveis pelas alteragdes na fungdo cognitiva, observadas
primeiramente no hipocampo e cortex cerebral. Com a progressdo da doenca, ha vasta perda
dos prolongamentos neurais levando a atrofia cerebral, diminuindo o peso e volume do

encéfalo, o metabolismo e a capacidade de regeneracdo cerebrais (LUCIANA et al., 2017).

2.2 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo pode ser um grande fator para o surgimento de uma variedade de
doencas neurodegenerativas. Grande parte das teorias de envelhecimento baseia-se na ideia de
gue o estresse oxidativo cumulativo leva a mutagGes mitocondriais, disfuncdo mitocondrial e
dano oxidativo (LIN et al., 2006).

O oxigénio (O>) ¢ essencial para o funcionamento normal dos organismos eucarioticos.
Seu papel na sobrevivéncia esta ligado ao seu alto potencial redox, tornando-o um excelente
agente oxidante capaz de aceitar elétrons facilmente de substratos reduzidos. Cada tecido tem
uma demanda de O, de acordo com sua necessidade. Os neurdnios e o0s astrocitos, principais
tipos de células cerebrais, sdo em grande parte responsaveis pelo consumo massivo de O e
glicose. O cérebro representa aproximadamente 2% do peso corporal total e ainda € responsavel
por consumir mais de 20% de oxigénio (HALLIWELL, 2006; GANDHI; ABRAMOV, 2012).
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2.2.1 Estresse Oxidativo na Doenga de Alzheimer

Atualmente, devido ao aumento da expectativa de vida, 0 nimero de pessoas com
doengas neurodegenerativas, como a DA, esta acompanhando esse aumento, pois como a
populacéo idosa estd aumentado, consequentemente ha um aumento no nimero de casos. Todos
os tecidos humanos sofrem lesdes oxidativas, dentre eles 0 SNC é altamente afetado, pois possui
capacidade reduzida de regeneracéo celular, portanto a morte de neurdnios induzida por toxinas
ou por processo natural do envelhecimento compromete 0 SNC (BARBOSA et al., 2006;
MARTINS et al., 2012).

O estresse oxidativo é obtido por meio de formacdo de ERO, que sdo normalmente
produzidas pelo metabolismo corporal, porém quando produzidas em excesso, a célula perde
capacidade de defesa e de reparo, levando a danos nas biomoléculas (DNA, lipidios, proteinas).
Quando estes danos ndo sdo reparados, acabam comprometendo o funcionamento da célula,
levando-a a morte por apoptose ou necrose (RABELO, 2012; HUANG et al., 2020)

Deste modo, o efeito do estresse oxidativo nas células tem sido relacionado a diversas
doencgas, inclusive a DA. Esses efeitos sdo impulsionados por fatores ambientais e estressores
(SULTANA, 2010).

Comumente utiliza-se 0 H20, para induzir o estresse oxidativo em neuroblastoma
humano, atuando como modelo experimental in vitro do estresse observado na DA, pois as
ERO produzidas pelo nosso organismo estdo dentre os principais fatores que promovem a
neurodegeneracdo na DA (SERENIKI et al., 2008).

2.3 TAURINA E SEUS BENEFICIOS

A taurina (a4cido 2-amino-etanossulfénico) é um aminoacido livre contendo enxofre, que
é abundantemente encontrado em mamiferos. Foi encontrada pela primeira vez na bile do boi,
em 1827, sendo um aminoacido ndo proteico e essencial para o corpo humano (UELAND,
2011). E encontrada em grandes concentragdes no corago, retina, musculo esquelético, figado,
rim e no sistema nervoso, sendo necessaria para o desenvolvimento normal e sua deficiéncia
leva a defeitos no crescimento, diferenciacdo tecidual e doencas cardiovasculares. Pode ser

sintetizado endogenamente a partir de metionina e cisteina na presencga de vitamina B6, mas
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para manter os niveis 6timos no organismo, é necessario fazer a suplementacdo. E um
aminoacido que vem chamando muita atencdo entre os pesquisadores (MENZIE et al., 2014).
Além de ser sintetizada pelo proprio organismo, a taurina também pode ser obtida a partir de
carnes, laticinios, aves, peixes e crustaceos. A taurina também exibe seu potencial por ser eficaz
contra muitas doencas, conforme observado em modelos animais de diabetes tipo 1 e tipo 2,
aterosclerose e disturbios neuroldgicos como a DA, DP e Huntington (WOJCIK et al., 2010;
YAMORI et al., 2010; MARCINKIEWICZ; KONTNY, 2014).

A taurina atua como um agente neuroprotetor e possui propriedades neurotransmissoras,
tendo a capacidade de induzir hiperpolarizacéo neural, pela presenca de enzimas e receptores
de sintese de taurina especificos no SNC, e pela presenca de um sistema transportador de
taurina. Também € importante notar que o aumento do Ca ?* intracelular, resultante da
excitotoxicidade, leva a privagdo de neurotrofinas, reduzindo assim significativamente o
transporte de neurotrofinas, como o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) (WU;
PRENTICE, 2013). O BDNF é um dos fatores neurotrofinicos conhecidos por ser de vital
importancia na preservagdo dos neurfnios. Sua expressdo aumentada € considerada um
indicador de maior sobrevida neural no SNC. Em experimentos realizados por Huang et al.,
2020 e Zhang et al., 2017 foi relatado que a taurina aumentou a expressdo do BDNF apds dano

neurotoxico ao hipocampo.

Uma das fungdes importantes da taurina é a neuroprotecdo. Foi demonstrado que a
taurina pode proteger a célula contra les6es induzida por H20- in vitro, reduzindo o estresse do
reticulo endoplasmatico. Acredita-se que as fungdes neuroprotetoras da taurina sao devidas ao
seu papel na reducéo da concentracdo de Ca 2* livre intracelular e sua capacidade antioxidante
leva a uma reducdo no estresse oxidativo (KUMARI; PRENTICE; WU, 2013)(WU;
PRENTICE, 2013).

2.4 FOTOBIOMODULAGCAO

A fotobiomodulagéo descreve o uso terapéutico da luz visivel e radiacao infravermelha
para estimular a cura, aliviar a dor, inflamagéo e prevenir a morte do tecido. Em 1903 NR
Finsen recebeu o Prémio Nobel em reconhecimento a sua contribui¢do para o tratamento de
doencas utilizando a radiagdo com luz concentrada, abrindo um novo caminho para a ciéncia

médica. A fotobiomodulagdo descreve o uso da luz como um tratamento para varias doencas
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ou distarbios, ha mais de 50 anos, Endre Mester na Hungria, trabalhou com crescimento de
cabelo e cicatrizacdo de feridas em camundongos utilizando a terapia com luz (MOSKVIN,
2017; MESTER, 2017).

O uso da terapia com LED ampliou-se muito nos ultimos anos, pois ha evidéncias de
que o LED, em comparagdo com o laser, apresente resultados equivalentes, tendo os
comprimentos de onda e densidade de poténcia semelhantes. No entanto, o LED apresenta
baixo custo se comparado ao laser, apresenta maior vida Util e melhor adequacéo para uso
domeéstico. Sdo varios efeitos benéficos obtidos com a utilizacdo do LED em tratamentos, ndo
causa aumento na temperatura no tecido tratado, € uma modalidade ndo invasiva e esta sendo
utilizada na modulacéo da atividade neural (DE FREITAS, HAMBLIN, 2016; SALEHPOUR
etal., 2017; HEISKANEN; HAMBLIN, 2018; HAMBLIN, 2019)

Nas Ultimas décadas, a terapia realizada com LED apresentou efeito positivo em células
neurais comprometidas pela DA. Estudos realizados in vitro, em modelos animais e condicoes
clinicas, revelaram que o LED regula a funcdo 19ellular, estimula a proliferacdo, promove a
biomodulacgéo no citoesqueleto e a apoptose € reduzida com a irradiacdo (MORO et al., 2013;
MENG; HE; XING, 2013; SALEHPOUR et al., 2017).

O LED tem sido usado para tratamentos de doencas que acometem o cérebro, pois
penetra através do couro cabeludo e do cranio. Além disso, ocorrem VArios processos
intracelulares durante a absor¢do da energia luminosa, por meio de cromdforos ou
fotorreceptores na mitocondria (SUTHERLAND, 2002). Uma enzima receptora alvo na
fotobiomodulacédo é a Citocromo C Oxidase (CCO), que faz parte do complexo IV da cadeia
respiratéria mitocondrial. Os fétons sdo absorvidos pelo CCO, aumentam a atividade
enzimética e, consequentemente a atividade da cadeia respiratéria mitocondrial. Apds a
absorcdo primaria de fotons, o aumento da atividade mitocondrial desencadeia efeitos
secundarios ativando as vias que estdo envolvidas no metabolismo energético, homeostase
celular e sinalizacdo de sobrevivéncia celular. Os efeitos secundéarios da fotobiomodulagéo
amplificam os efeitos primarios pela regulacdo positiva dos niveis da propria proteina CCO,
assim criando mais cromoforo alvo (ROJAS; GONZALEZ-LIMA, 2013; ENENGL;
HAMBLIN; DUNGEL, 2020)

A fotobiomodulagdo cerebral € uma nova técnica de tratamento que vem sendo
aprimorada para a estimulacdo neural, a fim de melhorar a funcdo cerebral. Na area da
neurociéncia, essa inovagdo esta ganhando espaco principalmente na pratica clinica como

acidente vascular cerebral, lesGes cerebrais, DA, DP e disfungdes psicoldgicas. A terapia com
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LED aumenta o fluxo sanguineo, acelera o metabolismo cerebral e defesas antioxidantes
(NAWASHIRO et al., 2012; ROJAS; BRUCHEY, GONZALEZ-LIMA, 2012; SALEHPOUR
etal., 2018).
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3 JUSTIFICATIVA

Segundo o Instituto Alzheimer Brasil (IAB) e Alzheimer’s Disease International (ADI),
atualmente, 50 milhGes de pessoas convivem com a DA e estudos apontam que este numero
poderd duplicar a cada 20 anos. No Brasil, cuja populagéo idosa é de aproximadamente 15
milhdes, a estimativa para deméncia é de 1,1 milhdo (Ministério da Saude, Brasil, 2013).
Estima-se que, em 2050, o nimero de pessoas com doenca neurodegenerativa, chegue aos 152
milhdes, segundo os dados fornecidos pelo IAB. Entretanto, as opc¢des atuais de tratamentos
para tal doenca ndo sdo totalmente eficazes. Por outro lado, estudos recentes indicam que a
taurina em baixas concentragdes tem propriedades benéficas em patologias neurodegenerativas
e a irradiacdo com LED apresenta efeito biomodulador sobre as células. Por isso é importante
realizar estudos in vitro a fim de contribuir e elucidar o comportamento de células de
neuroblastoma humano frente ao estresse oxidativo gerado por H2O2, simulando as
caracteristicas da DA, assim verificando se haverd biomodulacéo celular, conforme a figura 1

demonstra abaixo.

Figura 1: Esquema demonstrativo da neuroprotecdo com taurina e irradiacdo com LED.
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Fonte: Autora
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4 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar os efeitos neuroprotetores e restauradores do LED e taurina, isoladamente ou
em conjunto sobre um modelo de Doenca de Alzheimer, in vitro, utilizando a linhagem celular
SH-SY5Y sendo induzido o estresse oxidativo pelo H2O».

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A) Determinar a concentracédo ideal de H20> para inducéo de estresse oxidativo;
B) Determinar a concentracdo antioxidante ideal de taurina,;
C) Determinar a fluéncia ideal de irradiacdo com LED;

D) Verificar a capacidade de neuroprotecdo e neurorrestauracdo da taurina associada ao
LED.
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5 METODOLOGIA

5.1 CULTURA DE CELULAS

Os experimentos foram realizados com a linhagem celular SH-SY5Y (Neuroblastoma
Humano ATCC - CRL-2266), gentilmente cedida pelo Laboratério de Neurociéncias da
Universidade de Sdo Paulo (USP). O cultivo foi realizado em garrafas de cultura celular 25 cm?
com meio DMEM/F12 (Gibco Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibidtico e antimicotico, a 37°C,

em atmosfera de 5% de CO-.

5.2 PLAQUEAMENTO

As células SH-SY5Y foram plaqueadas 1x10° células/pogo em placas de 24 pogos, com
meio de cultura DMEM/F12 suplementado com 10% de SFB, sendo incubadas em estufa a

temperatura de 37°C e 5% de CO, overnight para ades&o das celulas.

5.3 IRRADIACAO COM LED

A irradiacdo foi realizada com o dispositivo LED Biopdi/lrrad-Led5 660 (Biopdi — Séo
Carlos, S&o Paulo, Brasil — Laboratério de Fotobiologia Aplicado a Saude — IP&D, UNIVAP).
Os parametros de irradiagdo utilizados foram: comprimento de onda de 660 nm = 5 nm. O
equipamento LED Biopdi/lrrad-Led5 consiste em um sistema de 54 LEDs para irradiagéo,
sendo cada LED com poténcia de 70 mW, cobrindo area de 150 cmz, apresentando uma poténcia
por area (irradiancia) de até 25 mW/cmz2. Apds a irradiacdo, as células foram incubadas por 24
h a uma temperatura de 37 °C e 5% CO, (MORAES et al., 2019).
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Figura 2: Equipamento utilizado para irradiacéo das placas de cultura celular.

Fonte: Autora

5.4 DESENHO EXPERIMENTAL

Etapa 1 - Padronizagdo

Ar\]/gdliaga?}o da dosagfer_rt1 de feréXido de  Avaliacio da densidade de energia
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da taurina como agente estimulante

Etapa 2 - Avaliacdo dos pré-tratamentos

Avaliacdo da curva de densidade de energia aplicada as Avaliacdo da curva de dose resposta da taurina como

células sob estresse oxidativo agente citoprotetor para células sob estresse oxidativo
Auvaliagdo do pré-tratamento utilizando taurina e Avaliagdo do tratamento utilizando taurina e irradiacéo
irradiagdo no 660 nm no 660 nm em modelo de Alzheimer

e Etapa 1 - Padronizagdo

Foi efetuada a padronizagdo da dosagem do H.O: para ser utilizada como modelo
experimental in vitro da DA. Foi realizada a curva de dosagens de H>O., para verificar a acdo
nas células no periodo de 24 h, sendo que o efeito desejavel é que as células fiqguem estressadas,
diminuindo sua viabilidade em pelo menos 50%, de modo que ndo matasse toda a populacao
celular. Portanto, foram distribuidos os seguintes grupos: controle (sem interacdo com o H»05),
50 uM, 100 puM, 200 uM, 500 uM e 2,5 mM. Realizada essa curva de concentracGes, foi
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determinada a concentracdo 6tima, que diminuiu significativamente a viabilidade celular, para
a continuidade dos experimentos.

Ainda no processo de padronizacdo, foi realizada a comparacao de diversas densidades
de energia (DE) do LED, com comprimento de onda em 660 nm em celulas SH-SY5Y por 24
h, com o intuito de aumentar a viabilidade celular por meio da fotobiomodulagéo. Portanto,
foram distribuidos os seguintes grupos: Grupo controle (sem irradiacio), 1 J/cm?, 3 J/cm?, 5
Jlem? e 10 J/cm?, com o intuito de observar qual a DE promoveu maior viabilidade celular,
sendo selecionada apenas uma para a continuacdo dos experimentos.

Foi também foi realizada a curva de dosagens de taurina, para verificar sua interacao
com as células SH-SY5Y no periodo de 24 h, com o objetivo de aumentar a viabilidade celular.
Foram definidos os seguintes grupos: Grupo controle (sem interagdo com taurina), 0,05 mg/mL;
0,2 mg/mL; 0,5 mg/mL; 1,0 mg/mL; 3,0 mg/mL, sendo definido apenas uma dosagem para a

continuacdo dos experimentos.

e [Etapa 2 - Avaliacdo dos pré-tratamentos

Apos a determinacdo da melhor dosagem de H20: para a indugéo do estresse oxidativo,
foi feita a interacdo dos pré-tratamentos (LED e taurina) com o H2O>. Portanto, primeiramente
as células foram plaqueadas e ap6s sua adesdo, foram irradiadas com LED 660 nm nas DE de
1 J/em?, 3 J/em?, 5 J/cm? e 10 J/cm? e deixadas incubando por 24 h em estufa. Posteriormente,
foi retirado o meio de cultura e adicionado H20: diluido em meio de cultura na dosagem
escolhida por 24 h em estufa. Apds realizado o pré-tratamento, foi feita a analise de atividade
mitocondrial (MTT).

Da mesma forma, foi efetuada a interac@o da taurina em diversas dosagens com o0 H20»
ja na concentracdo determinada. Sendo assim, as células foram plaqueadas e ap6s sua adesao
foram colocadas as dosagens de taurina diluidas em meio de cultura nas seguintes
concentragdes: 0,05 mg/mL; 0,2 mg/mL; 0,5 mg/mL; 1,0 mg/mL; 3,0 mg/mL e deixadas por
24 h em estufa. Em seguida foi colocado o H2O; diluido em meio de cultura, na dosagem

determinada para indugéo do estresse oxidativo, e deixado por 24 h em estufa.

e Etapa 3 - Avaliacdo do modelo de estresse celular em condi¢fes de pré-tratamento

e tratamento com taurina e irradiacdo no espectro 660 nm
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Ap0s a determinacdo de todas as concentragdes, foi realizado um pré-tratamento, ou
seja, as células foram plaqueadas e ap6s sua adesdo foram adicionados os agentes para 0s pré-
tratamentos (LED e taurina) nas concentracdes ideais nas células e deixadas incubando em
estufa por 24 h. Depois, foi retirado o meio de cultura e adicionado H202 por 24 h em estufa.
Nesse experimento a comparacao dos pré-tratamentos foi realizado com o grupo H2O>, para
verificar se houve a neuroprotecdo. Portanto, foram determinados 0s seguintes grupos:
Controle, H202 (estresse oxidativo), LED + H20z, taurina + H202 e LED + taurina + H20x.

Tambeém foi realizado o tratamento utilizando LED e taurina, ou seja, as células foram
plaqueadas e apos sua adesdo foi colocado H202 na concentracdo determinada por 24 h em
estufa. Apds esse periodo, o meio de cultura foi retirado e adicionou-se taurina nas
concentracdes ja determinadas por 24 h em estufa. Foram realizados 0s seguintes grupos:
Controle; H20- (estresse oxidativo); H202 + LED; H,O; + taurina; H2O2 + LED + taurina. Os
experimentos de pré-tratamento e tratamento foram avaliados pelo ensaio de atividade
mitocondrial (MTT).

5.5 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular foi avaliada utilizando o corante azul de Tripan (Sigma). Apds 0s
tratamentos realizados com as células SH-SY5Y, foi retirado o meio de cultura cuidadosamente,
utilizou-se 150 pL de azul de Tripan a 0,2% por 5 minutos, em seguida lavou-se com PBS e
adicionou-se mais 150 uL de PBS para a realizacdo da contagem no microscopio optico de luz
branca (Leica)(SALLES et al., 2017).

Esse teste avalia a integridade de membrana das células, ao entrar em contato com o
corante. Quando as células estdo viaveis, ndo absorvem o corante. Ja as células mortas, 0
corante é penetrado obtendo a coloracdo azul caracteristica, e assim é contabilizado a

quantidade de células vivas e mortas dentro de um determinado grupo a ser analisado.

5.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE MITOCONDRIAL (MTT)

A anélise da atividade mitocondrial foi realizada pelo ensaio colorimétrico MTT
Brometo de (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil tetraz6lio) (Sigma). Apds realizar os devidos
tratamentos, 300 pL da solucdo de MTT a 0,5 mg/mL diluidos em meio de cultura foram
adicionados em cada pogo e incubados por 3 h a 37°C, em 5% de CO2. Apés esse periodo, a

solugcdo de MTT foi aspirada cuidadosamente e as células foram incubadas com 400 uL de



27

dimetilsulféxido (DMSO) por 5 minutos sob agitagdo e a leitura realizada em espectrofotdmetro
a 570 nm (GRANATO et al., 2018).

5.7 ANALISE DAS MITOCONDRIAS POR FLUORESCENCIA

MitoTracker Orange chloromethyltetramethylrosamine (CMTMRos) (Invitrogen,
Carlsbad, CA) foi usado para marcar mitocondrias em celulas vivas. As células cultivadas sobre
laminulas foram incubadas em 500 nM de MitoTracker Orange em meio de cultura pré-
aquecido por 20 min a 37 °C em estufa de CO.. A solucdo de coloracédo foi lavada trés vezes
em Hank’s (Hanks' Balanced Salt solution) e fixadas com paraformaldeido (PA) a 4% por 15
min. Apds esse tempo, as laminulas foram colocadas em laminas contendo DAPI (P36931,
Sigma-Aldrich). As imagens foram adquiridas em microscépio confocal de varredura a laser
invertido Zeiss (XUN et al., 2012).

5.8 ANALISE DA MORFOLOGIA CELULAR

A fim de visualizar os efeitos morfolégicos ap6s a terapia, as células foram avaliadas
por meio da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Para isto, as mesmas passaram pelas

seguintes etapas:

e Fixacdo: Utilizou-se uma solucdo fixadora, contendo cacodilato de sodio (0,1M),
Glutaraldeido (2,5%) e PA (4%). Foram deixadas fixando por 1 h e apds esse periodo,

foi retirada a solucdo fixadora e lavadas 2x com PBS.

e Desidratacdo: a desidratacdo foi realizada por uma série de concentragdes crescentes de
etanol sendo elas: etanol a 30%, 50%, 70% e 100%, por 10 minutos cada passagem,
sendo a penultima etapa com etanol a 100% + HMDS (Hexametildissilazano) (1:1) por
10 minutos e HMDS puro por 10 minutos. Retirou-se o0 HMDS apds esse tempo e

deixou-se secar em estufa até o dia da metalizacdo.

e Metalizagdo: ap0s a secagem, as laminulas foram retiradas e o material foi metalizado
no equipamento EMITECH K 550 X® que tem a fung@o de pulverizar metais nao

oxidantes como ouro e platina sobre as amostras.
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e Analise: a analise foi realizada por meio do Microscopio Eletronico de Varredura EVO-
Zeiss® sendo capturadas as imagens dos grupos Controle; H202; LED + H20»; taurina
+ H>02; LED + taurina + H2Oz, assim verificando as altera¢cdes na morfologia celular
(SALLES, et al. 2018; ROSSATO et al., 2020)
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6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram comparados pelo teste de ANOVA ONE-WAY e TWO-WAY,
sendo confirmado pelo teste Tukey. A significancia estatistica foi admitida com p < 0,05 sendo
*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; considerado significante, muito significante e
extremamente significante, respectivamente. Para a realizacdo das andlises estatisticas e

graficos foi utilizado o software GraphPad Prisma 5®.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados a seguir estdo divididos em topicos de acordo com o desenho

experimental (item 5.4.).
7.1 PADRONIZACAO DE CONCENTRACOES

7.1.1 Dosagens de H2O. para geracao de estresse oxidativo

Para verificar a atividade mitocondrial, as células foram expostas a diferentes
concentragdes de H202, objetivando padronizar uma dosagem que n&o inviabilizasse as células,
conforme demonstra a figura 3. Os dados estdo dispostos em ordem crescente da concentragdo
de H20-, durante o intervalo de 24 h. Sendo o primeiro grupo controle, em seguida as demais
concentracdes distribuidas de 50 uM até 2,5 mM. O grupo na concentracdo de 50 UM
apresentou diferenca estatistica com p < 0,01 em comparagdo ao grupo controle, enquanto as
demais concentragdes tiveram diferenca estatistica, com p < 0,001 em compara¢ao ao grupo

controle.

Figura 3: Concentracfes de H.O. em ordem crescente, realizado pelo ensaio de atividade mitocondrial.
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Para o teste de viabilidade celular, foi utilizado o ensaio de azul de Tripan, que tem
objetivo realizar a marcacéao de células mortas coradas em azul e as vivas sem coloragdo. Foram
adicionadas diferentes concentragdes de H2O2 por 24 h, em contato com as células, aumentando
gradativamente a concentracdo a partir de 50 uM até a concentracdo de 2,5 mM e um grupo
controle sem a interferéncia do H>O», conforme demonstrado na figura 4 e 5 por estudo
quantitativo e qualitativo respectivamente. Ao observar a figura 4, todos 0s grupos

apresentaram diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle, com p < 0,001.

Figura 4: Concentracfes de H.0. em ordem crescente, realizado pelo ensaio de azul de Tripan - estudo

quantitativo.
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Figura 5: Concentrac6es de H.O, em ordem crescente, realizado pelo ensaio de azul de Tripan - estudo

qualitativo.
Controle 50 uM 100 uM
o o @ Sopm

200 pM 500 pM 2,5 mM

Fonte: Autora

Ao realizar a curva de concentragdo com o H202, pode-se observar que a viabilidade
celular e atividade mitocondrial vdo diminuindo conforme a concentracdo de H>O. vai
aumentando. Sendo esse 0 objetivo para induzir o estresse oxidativo. Portanto, foi escolhida a
concentracdo de 200 UM para a continuacdo dos préximos experimentos, utilizando em
conjunto os pré-tratamentos, pois nesta concentracdo ocorre a diminuicdo da viabilidade
celular, consequentemente reducdo da atividade mitocondrial e visivelmente a populagédo
celular é diminuida, mas ainda sim tendo células viaveis.

Estudos demonstraram que o estresse oxidativo associado a disfungdo mitocondrial,
contribui para o desenvolvimento da DA. O H2O, é comumente utilizado para reproduzir
induzir o estresse oxidativo em células. Nossos resultados revelaram que o H20; na
concentracédo de 200 uM ocorreu disfuncdo mitocondrial e a apoptose celular (YANA; WANG,;
ZHU, 2013; PUSPITA; CHUNG; SHIM, 2017).

HUANG et al., 2020, utilizaram o H.O> como modelo de estresse oxidativo em células
de neuroblastoma humano (SH-SY5Y), as células foram estressadas com na concentracéo de
200 pM por 24 h. A viabilidade celular foi notavelmente reduzida em compara¢do com o
controle, concordando com nossa curva de concentragdo que a dosagem ideal para que ocorra

diminuic&o significante na viabilidade celular seria com 200 pM.
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NIU et al., 2018, também realizaram curva de concentra¢do com H>O. em células PC-
12 e SH-SY5Y, colocando diversas concentragdes de 50 uM a 300 uM. Eles escolherem
trabalhar com a concentracdo de 200 uM em ambas as linhagens celulares para 0s proximos
experimentos, afirmando que essa concentracdo foi a que induziu melhor o estresse oxidativo
in vitro.

As imagens 4 e 5 mostram que a concentra¢do de 200 UM ndo matou 100% das células,
porém levou a uma reducéo significativa na populacéo celular, resultante do estresse oxidativo
induzido. Portanto, padronizou-se esta concentracao de 200 uM de H.O2 como agente estressor,

em incubacdo por 24 h como modelo de estresse oxidativo para 0s préximos ensaios.

7.1.2 Densidades de energia

Para verificar a atividade mitocondrial, as células foram irradiadas com LED em 660
nm com diferentes DE, objetivando encontrar a densidade 6tima de energia a ser aplicada. Os
dados estdo dispostos em ordem crescente, e foram obtidos 24 h apo6s a irradiacdo, sendo o
primeiro grupo controle (sem irradiacdo), em seguida as demais DE de 1 J/cm? a 10 J/cm?. O
grupo de 1 J/cm? apresentou aumento significante na atividade mitocondrial em relagdo ao
grupo controle, obtendo o p < 0,01. O grupo de 10 J/cm? obteve diminuicdo na atividade
mitocondrial em comparagdo aos demais grupos, em relacdo ao grupo controle apresentou

diferenca estatistica com p < 0,001, conforme a figura 6.
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Figura 6: Atividade mitocondrial em resposta de diferentes densidades de energia do LED.
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Fonte: Autora

Foi realizado o teste de viabilidade celular utilizando o ensaio de azul de Tripan. As
células foram submetidas ao mesmo procedimento conforme descrito acima. Foi possivel
observar, como indica a figura 7, que a DE de 10 J/cm? diminuiu significativamente a
viabilidade celular em relag&o ao grupo controle, com p < 0,001. Ja os grupos 1 J/cm?e 3 J/cm?
apresentaram aumento na viabilidade celular, porém ndo houve diferenca estatistica em
comparacdo ao grupo controle. Na figura 8, é possivel observar a populacdo celular com as
diferentes DE. Houve uma diminuicéo na populacéo celular a partir da densidade de 5 J/cm?, ja

nas de 1 e 3 J/cm? tiveram um aumento na populacio celular.



35

Figura 7: Diferentes densidades de energia avaliadas pelo ensaio de viabilidade celular azul de Tripan — estudo

quantitativo.
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Figura 8: Diferentes DE avaliadas pelo ensaio de viabilidade celular azul de Tripan — estudo qualitativo.
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Fonte: Autora

Fotobiomodulacdo é definida como o uso de luz monocromatica ou quase

monocromatica de um laser ou LED para modificar ou modular fungdes biologicas (ENENGL;
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HAMBLIN; DUNGEL, 2020). Este efeito de modulagéo é baseado na presenca de cromdéforos
em células e tecidos. Esses cromoforos sdo moléculas capazes de absorver luz, cuja excitacao
pode influenciar outras moléculas e vias bioquimicas com potencial de exercer um efeito
terapéutico (ROJAS; GONZALEZ-LIMA, 2013)

Em nosso estudo, utilizamos o LED no comprimento de onda em 660 nm, no espectro
visivel (luz vermelha) em diversas DE, 1 J/cm?, 3 J/cm?, 5 J/cm? e 10 J/cm? sendo realizado a
interacdo da luz somente com a célula e posteriormente com a inducao do estresse oxidativo.
Para a comparagdo dos resultados, foram feitos testes de MTT que verifica a atividade
mitocondrial e ensaio de viabilidade celular feito com azul de Tripan para verificar a integridade
de membrana das células. Na figura 6 podemos observar que a DE de 1 J/cm? teve um maior
aumento na atividade mitocondrial em relagdo ao grupo controle, o grupo de 3 J/cm? e 5 J/cm?
ndo houve diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle, ja no grupo de 10 J/cm?, nota-se
que houve uma reducdo na atividade mitocondrial comparando com o grupo controle. Nas
figuras 7 e 8 foi realizado o teste de azul de Tripan para verificar a viabilidade celular. A DE
de 10 J/cm? houve uma reducéo significante na populacio celular comparado ao grupo controle,
ja as demais DE ndo houve gqueda significante na viabilidade celular, preservando a integridade

de membrana.

7.1.3 Concentragdes de taurina

Para verificar a atividade mitocondrial, as células foram expostas a diferentes
concentracdes de taurina em ordem crescente, com o objetivo de encontrar a dosagem 6tima a
ser aplicada na célula, que ndo acarretasse perda da viabilidade, conforme a figura 9. A partir
da concentracao de 1 mg/mL ocorre uma diminuicdo na atividade mitocondrial, tendo diferenca

estatistica em relacdo ao grupo controle, com p < 0,001.
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Figura 9: Ensaio de atividade mitocondrial com concentragdes crescentes de taurina.
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Fonte: Autora

Também foi realizado o ensaio de azul de Tripan para observar a viabilidade celular.
Foram adicionadas doses crescentes de taurina, no periodo de 24 h, em contato com as células.
Na figura 10, as concentracdes de 0,2 e 0,5 mg/mL aumentaram a viabilidade celular em relacéo
ao grupo controle, com p < 0,001. Observando a figura 11, as concentragdes de 1,0 e 3,0 mg/mL

tém uma diminuicdo na populacgéo celular quando comparados ao grupo controle.
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Figura 10: Concentragdes de taurina dispostas em ordem crescente avaliadas pelo ensaio de viabilidade celular
azul de Tripan — estudo gquantitativo.

150- R

100

133
e

Células viaveis em %
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Figura 11: ConcentracOes de taurina dispostas em ordem crescente avaliada pelo ensaio de viabilidade celular
azul de Tripan — estudo qualitativo.
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Fonte: Autora

E possivel observar o efeito da taurina somente com as células nos testes de MTT para
verificar a atividade mitocondrial e a viabilidade celular pelo teste de azul de Tripan. A taurina
ndo causou nenhum dano as células, ndo apresentou efeito de toxicidade nas concentracfes
submetidas (0,05 mg/mL; 0,2 mg/mL; 0,5 mg/mL; 1,0 mg/mL; 3 mg/mL). No teste de
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viabilidade celular é possivel observar aumento populacional nas concentracdes de 0,2 e 0,5

mg/mL.
7.2 AVALIACAO DOS PRE-TRATAMENTOS
7.2.1 Pré-tratamento com LED

Para avaliar o efeito do LED em acdo neuroprotetora, as células foram irradiadas nas
densidades de energia de 1 a 10 J/cm? e incubadas por 24 h, sendo posteriormente estressadas
na concentragdo de 200 uM de H202, dosagem ja determinada nos experimentos anteriores
(figuras 3, 4 e 5), e incubadas por mais 24 h. Avaliando o pré-tratamento realizado, nota-se que
todas as densidades de energia apresentaram diferenca estatistica em comparacdo ao grupo
estresse (H202), tendo o efeito de neuroprotecdo. Foi escolhida a DE de 3 J/cm? para a
continuacdo dos proximos experimentos, pois essa energia mostrou-se mais eficaz no efeito

neuroprotetor celular.

Figura 12: Ensaio de atividade mitocondrial para avaliar o pré-tratamento com LED.
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Fonte: Autora

Sommer et al., (2012) relataram que a fotobiomodulagdo reduziu os agregados BA em
células de neuroblastoma humano e observaram uma reducdo no estresse oxidativo induzido

por BA e nas respostas inflamatdrias em astrocitos corticais primarios de ratos.
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Zhang, Wu e Xing (2012) relataram especificamente que a proteina quinase B foi
ativada por fotobiomodulacdo a uma DE de 2 J/cm?, que por sua vez promoveu uma série de
efeitos antiapoptdticos. De uma maneira geral densidades de energia entre 0,5 J/cmz2 a 4 J/cm?
aplicadas a ceélulas neurais humanas possuem efeitos antiapoptoticos, proliferativos e sédo
capazes de reduzir espécies reativas de oxigénio (ENENGL; HAMBLIN; DUNGEL, 2020).

No resultado obtido no teste de MTT, foi observado que a DE de 3 J/cm? sob estresse
oxidativo ocorreu aumento significativo na atividade mitocondrial em relagdo ao grupo H20,
sendo escolhida essa DE para a realizacdo de outros experimentos, pois este resultado mostra
que realmente ao passar a DE de 4 J/cm? os efeitos neuroprotetores e proliferativos sdo perdidos
e passam a ser inversos, conforme a literatura demonstra (ENENGL; HAMBLIN; DUNGEL,
2020).

7.2.2 Pré-tratamento com taurina

Para avaliar qual a melhor dosagem de taurina para ser utilizada, foi feita a avaliacdo da
atividade mitocondrial. As células foram submetidas as diversas concentracdes de taurina: 0,05
a 3,0 mg/mL. Posteriormente, submetendo as células em estresse na concentragdo de 200 uM
de H>O> por 24 h. Pode-se observar, na figura 13, que as concentragdes de 0,2; 0,5; 1,0 mg/mL
tiveram um aumento significativo na atividade mitocondrial em relagéo ao grupo H2O.. Foi
escolhida a concentracdo de 0,5 mg/mL para a continuacdo dos experimentos, pois em
experimentos realizados anteriormente com taurina, mostrou-se capaz de preservar a célula
contra danos oxidativos provenientes da hidrocortisona em altas concentragdes (ROSSATO et
al., 2021).
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Figura 13: Ensaio de atividade mitocondrial para avaliar o pré-tratamento com taurina.
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Fonte: Autora

A acdo citoprotetora da taurina € reafirmada, segundo (CHE et al., 2018), o que leva a
melhora metabdlica da célula neural, além de auxiliar no desenvolvimento do DNA e prevenir
a apoptose celular. Isso ocorre, segundo (LEE et al., 2020) devido a capacidade da taurina de
facilitar a permeabilidade celular, prevenindo assim a formacéo e danos decorrentes de ERO,
além de funcionar como um tampao que mantém o pH do meio e captura ions eletricamente

viaveis.

7.3 AVALIACAO DO LED E TAURINA EM CONJUNTO EM CONDICOES DE PRE-
TRATAMENTO E TRATAMENTO

7.3.1 Pré-tratamento com LED e taurina sob efeito do H»O>

Para avaliar o efeito do LED e taurina em conjunto, as células foram irradiadas na DE
de 3 J/cm?, logo em seguida adicionou-se taurina na concentracdo de 0,5 mg/mL e foram
incubadas por 24 h. Posteriormente, foram estressadas na concentragao de 200 pM de H20»,
dosagens ja determinadas nos experimentos anteriores e incubadas por mais 24 h. Avaliando o
pré-tratamento, foi feita a comparagdo com o grupo H20>, sendo assim, o grupo LED + H2O2 e
0 grupo LED + taurina + H2O2 apresentaram aumento significante na atividade mitocondrial

em comparagdo com o grupo H20-, sendo p < 0,001.
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Figura 14: Pré-tratamento realizado com LED e taurina sob efeito do H,O; avaliado pelo ensaio atividade
mitocondrial.
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Apds comparar os potenciais neuroprotetores do LED e taurina isoladamente, realizou-
se a juncao dos mesmos para verificar se ha potencializacdo de preservacao celular. A principio
realizou-se o modelo de pré-tratamento, ou seja, as células foram expostas ao LED e taurina
simultaneamente, e depois de 24 h, foram estressadas com H202. E possivel observar que o
LED (3 J/cm?) desempenhou o papel de neuroprotecido mais eficaz em comparagio com a
taurina (0,5 mg/mL) O grupo LED + H20- obteve diferenca estatistica comparado ao grupo
H20., havendo aumento na atividade mitocondrial, enquanto o grupo taurina + H202, ndo
apresentou diferenca estatistica em comparacdo com o grupo H20.. Juntando os dois pré-
tratamentos (grupo LED + taurina + H20) nota-se que h& efeito neuroprotetor, comparando

com o grupo H>Oz, apresentando diferenca estatistica entre eles.

7.3.2 Tratamento com LED e taurina sob efeito do H»O>

Neste experimento, foi avaliado o efeito de tratamento com LED e taurina em
associacdo. Portanto, primeiramente as células foram submetidas ao estresse oxidativo com o
H20- na concentragdo de 200 uM e incubadas por 24 h. Apos esse periodo, foram irradiadas
com LED na DE de 3 J/cm? e com adic&o de taurina na concentracio de 0,5 mg/mL. Avaliando

o0 tratamento, foi feita a comparagdo com o grupo H20», sendo assim, o grupo LED + H20o,
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taurina + H202 e o grupo LED + taurina + H202 ndo apresentaram aumento significante na

atividade mitocondrial em comparagéo com o grupo H20x.

Figura 15: Tratamento realizado com LED e taurina sob efeito do H,O; avaliados pelo ensaio de atividade
mitocondrial.
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Fonte: Autora

Foi comprovado por meio do teste de MTT a potencialidade neuroprotetora do LED e
taurina. Porém, também foi avaliado se o LED e taurina em conjunto possuem efeito de
reparacao celular, ou seja, primeiramente as células foram estressadas oxidativamente pelo
H20- e 24 h depois foram tratadas com LED e taurina. Nota-se que tanto o LED quanto a taurina
ndo possuiram efeitos restauradores. Portanto, para a continuacdo dos experimentos foi
escolhido o modelo de pré-tratamento, onde o LED mostrou-se mais eficaz na protecdo de

células neurais.

7.4 AVALIACAO DAS MITOCONDRIAS NO PRE-TRATAMENTO POR
FLUORESCENCIA

A microscopia de fluorescéncia realizada com MitoTracker Orange cora as
mitocondrias em células vivas. As imagens foram obtidas por meio do microscopio confocal, é
possivel verificar visualmente o efeito neuroprotetor. Portanto, neste experimento foi realizado

o pré-tratamento utilizando LED (3 J/cm?) e taurina (0,5 mg/mL) e posteriormente adicionado
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0 H2O2 (200 uM), afim de promover o estresse oxidativo. Os grupos analisados foram:
Controle; H202; LED + H20; taurina + H2O2; LED + taurina + H202. Observando a figura 16,
a celula apods a exposigédo do H202 mostrou baixa emisséo de fluorescéncia de MitoTracker e
também ocorre fragmentacdo mitocondrial, sendo consequéncia de alta producdo de EROs. No
entanto, no pré-tratamento realizado com LED + taurina pode-se observar que as mitocondrias

ja estdo mais ordenadas em comparagdo com o grupo H20..

Figura 16: Avaliagdo das mitocondrias por meio da marcacdo de fluorescéncia realizado no pré-tratamento com
LED e taurina sob efeito do H,0..
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Fonte: Autora

O estresse oxidativo excessivo ocorre danos as células, podendo desencadear morte por
necrose ou apoptose. As mitocondrias sdo o principal local de producdo de ERO e 0 excesso
pode danifica-las (WAI; LANGER, 2016). As mitocondrias sdo organelas citoplasmaticas
encontradas em células eucaridticas, sendo responsaveis pela grande maioria da producgéo de
energia para a producdo de ATP (Adenosina Trifosfato). Estudos relatam que a disfungdo
mitocondrial esta associada ao estresse oxidativo, que contribui para anormalidades estruturais,
perda das sinapses e degeneracédo celular (GRIMM et al., 2012; JANG et al., 2018).
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A manutencdo da funcdo mitocondrial é necesséaria filologicamente, especialmente
quando é exposta a agentes estressores quimicos ou fisicos. As mitocéndrias desempenham um
papel fundamental tanto no desencadeamento quanto na sustentacao da via apoptotica. Sendo
assim, quando expostas a algum tipo de téxico, podem apresentar comprometimento nas
organelas, alteracbes morfologicas e a dindmica mitocondrial prejudicada (GREEN;
GALLUZZI; KROEMER, 2014; DE OLIVEIRA; BRASIL; FURSTENAU, 2018)

A marcacdo de fluorescéncia com MitoTracker Orange € altamente receptiva ao
potencial de membrana mitocondrial e é considerada um indicador para a verificacdo de estresse
oxidativo presente nas mitocondrias (TOMKOVA et al., 2018). No experimento realizado com
o0 pré-tratamento utilizando LED e taurina sob a agdo do H20O2, podemos observar que no grupo
controle apresenta as mitocondrias de maneira ordenada e a emissdo de fluorescéncia
visualmente é mais intensa ao se comparar com o grupo H2O2. O H202 ocasionou fragmentos
nas mitocondrias, segundo Kesari et al. (2020) a menor fluorescéncia do MitoTracker resulta
na producdo de ERO e pode ser reconhecida como o ensaio confidvel para examinar o estresse
oxidativo mesmo com ERO em baixo nivel formados nas mitocondrias. O grupo LED + taurina
+ H202, que € o pré-tratamento, aliviou a fragmentacéo das mitocéndrias sendo observado que
boa parte delas continuam integras. De acordo com os estudos de KANG et al. (2020) as
atividades mitocondriais celular, produgdo de ATP, potencial de membrana mitocondrial e
respiracdo mitocondrial foram restaurados aos niveis normais utilizando a quercetina como pré-

tratamento.

7.5 AVALIACAO DO PRE-TRATAMENTO MEV

O objetivo do uso da técnica € verificar a morfologia das células, analisando o efeito da
neuroprotecdo do LED e taurina na linhagem celular SH-SY5Y. Deste modo produzindo
imagens de alta resolucéo da superficie da amostra. Além disso, pode ser verificado também
que as imagens tém uma aparéncia tridimensional caracteristica e sdo Uteis para avaliar a
estrutura superficial, bem como a diferengas entre cada grupo estudado (LIAW; ZHANG,;
KANNAN, 2019).

As imagens foram obtidas com aumento de 100x mostrando em maior campo a
populacéo celular, aumento de 1000x focando na morfologia da célula e aumento de 2000x para
avaliar a estrutura celular dos grupos Controle; H.O2; LED + H20»; taurina + H2O2; LED +

taurina + H20», figuras 17, 18, 19, 20 e 21 respectivamente. Pode-se observar que o grupo H20-
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obteve diminui¢do na populacéo celular e retracdo dos prolongamentos em comparagdo com o
grupo controle, assim perdendo a comunicagdo entre as células, sendo caracteristica da DA. No
grupo LED + taurina + H20> percebe-se uma melhora nas caracteristicas celulares em relacdo

ao grupo H202, preservando os prolongamentos caracteristicos de uma célula saudavel.

Figura 17: Analise das micrografias obtidas pelo MEV no grupo controle nos aumentos de 100x, 1000x e 2000x,
respectivamente.
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Fonte: Autora

Figura 18: Analise das micrografias obtidas pelo MEV no grupo H20O, nos aumentos de 100x, 1000x e 2000x,
respectivamente.
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Figura 19: Analise das micrografias obtidas pelo MEV no grupo LED + H,0; nos aumentos de 100x, 1000x e
2000x, respectivamente.
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Fonte: Autora

Figura 20: Anéalise das micrografias obtidas pelo MEV no grupo taurina + H,0O, nos aumentos de 100x, 1000x e
2000x, respectivamente.

Grupo Taurina + H,0,

UNIVAP-1PSO

UNIVAP-IPSD

UNIVAP-IP&D
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Figura 21: Anélise das micrografias obtidas pelo MEV no grupo LED + taurina + H20; nos aumentos de 100x,
1000x e 2000x, respectivamente.
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Fonte: Autora

Confirmou-se morfologicamente o efeito neuroprotetor do LED em conjunto com a
taurina perante os resultados de viabilidade celular e atividade mitocondrial por MEV,
observando-se por foto micrografias as caracteristicas e o comportamento morfolégico de cada
célula. As imagens foram obtidas com aumento de 100x mostrando em maior campo a
populacao celular, aumento de 1000x focando na morfologia da célula e aumento de 2000x para
avaliar a estrutura celular dos grupos Controle; H.O>; LED + H2O; taurina + H202; LED +

taurina + H2Op, figuras 17, 18, 19, 20 e 21 respectivamente.

Comparando o grupo controle e H20., podemos observar a modificagdo da morfologia
celular, no grupo estresse, em relacdo ao grupo controle, houve modificacao estrutural celular,
retraindo os prolongamentos caracteristicos de célula neural e uma diminui¢do na populacédo
celular. Comparando os dois pre-tratamentos LED + HO> e taurina + H20», pode-se observar
que o LED teve maior efeito neuroprotetor em relacdo a taurina. Nota-se que a taurina
possivelmente em conjunto com o H20», potencializou a morte celular, como mostra a figura
20, ocorreu uma diminuicéo significativa na populacéo celular e a estrutura estd comprometida.
Ja no grupo LED + taurina + H202 em comparacdo ao grupo H>O2, obteve preservacao na
morfologia celular, mantendo as projecdes estelares ramificacbes das células e maior nimero
de populacdo celular. Deste modo confirmando os resultados obtidos no ensaio de viabilidade
celular por azul de Tripan, visto que foi verificado comportamento semelhante na quantidade

populacional celular.
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Para compreender melhor essas alteragdes estruturais, (INELIA MORALES;
GONZALO FARAS; RICARDO, 2010) afirmou que o estresse oxidativo é causado por um
grande nimero de ERO, sendo altamente prejudicial quando produzidos em excesso em nosso
organismo, podendo levar alteracdes estruturais nas proteinas, lipideos e acidos nucleicos,

levando a morte celular.

O deposito de proteina BA, frutos da hiperfosforilagdo da proteina TAU, desenvolve uma
alteracéo da fisiologia neural, principalmente nas sinapses, levando a um comprometimento
celular e morte (KALAGATUR et al, 2021). Em concordancia, (MONTEIRO;
KANDRATAVICIUS; LEITE, 2011) mostram que essa hiperfosforilacdo da proteina TAU
resulta em sua deposicdo nos filamentos celulares, sendo responsavel no processo de

neurodegeneracao que ocorre na DA.

Por meio das imagens obtidas por MEV pode-se comprovar morfologicamente o
comportamento das células pré-tratadas com LED e taurina, estressadas oxidativamente. Assim,
concordando com os resultados obtidos pelos testes de MTT e azul de tripan. O LED,
visualmente, apresentou melhoras nas caracteristicas morfolédgicas das células e obteve efeito

neuroprotetor em todos os grupos que continham o H20..
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8 CONLUSAO

Foi possivel determinar a concentracdo ideal de H.O> capaz de estimular o estresse
oxidativo caracteristico da DA, para a linhagem de neuroblastoma humano. Estabeleceu-se,
também, a concentracdo ideal de taurina que promove efeito antioxidante e foi possivel
determinar a DE com LED para promover a fotobiomodulagdo celular, sendo assim, ambas
responsaveis por aumentar a viabilidade celular. Pioneiramente, este estudo aborda os efeitos
neuroprotetores da taurina e do LED em um modelo in vitro da DA, abordando novos conceitos
e novas possibilidades de prevencdo. Ao utilizar a taurina e a irradiagdo com LED como
tratamento, ou seja, ap0Os o estresse celular realizado com o H20., pode-se perceber que nédo
houve melhora na viabilidade celular. Comparando os dois pré-tratamentos, o LED obteve

maior efeito neuroprotetor contra o estresse oxidativo do que a taurina.
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