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RESUMO

A senescéncia € um processo que afeta diretamente o sistema imunolégico com o
aumento da idade e acarreta o desenvolvimento de patologias em diferentes tecidos
do corpo, principalmente em idosos. Neste sentido, produtos que apresentam
atividade antioxidante como o acido p-cumarico (ApC) podem ser Uteis no combate
ao envelhecimento. Assim, este trabalho objetivou avaliar o efeito do ApC sobre
timécitos tratados com D-galactose (D-gal) in vitro, especificamente analisando a
viabilidade celular, perfil das suas subpopulacdes e adesdo as células epiteliais
timicas (TECs). Para isso, timécitos obtidos de camundongos C57BL/6 (CEUAs
47/2016; 19/2019) foram tratados in vitro com D-gal (0,1, 1, 10 e 20 mg/mL) ou ApC
(0,1, 1, 5, 10 ou 100 uM) para realizacéo de teste de viabilidade celular pelo método
de captacdo do iodeto de propideo (PI). Apés verificacdo da viabilidade, foi realizado
o co-tratamento com D-gal (20 mg/mL) e ApC (5 uM) por 24 horas ou pré-tratamento
com ApC (5 pM) por uma hora para verificagdo da viabilidade celular, da
imunofenotipagem por citometria de fluxo e da adesado heterocelular utilizando TECs
da linhagem 2BHA4. Foi possivel observar que a D-gal diminuiu a viabilidade dos
timocitos, principalmente da subpopulacdo duplo-positiva para CD4 e CD8 e o pré-
tratamento com ApC reverteu de maneira significativa essa diminuicdo. Em relagéo a
adesdo, o tratamento com D-gal por 24 horas diminuiu a capacidade de adesao dos
timécitos comparado ao controle e o pré-tratamento com ApC reverteu essa
diminuicAo de maneira significativa. Assim, pode-se concluir que uma alta
concentracdo de D-gal afeta a sobrevivéncia dos timocitos e a subpopulagédo duplo-
positiva e que o pré-tratamento com o acido p-cumarico pode ter efeito protetor sobre
0s timocitos expostos a D-gal. Também foi observado que o tratamento com a D-
galactose prejudica a adesdo dos timocitos e que o ApC mostrou ter efeito benéfico
sobre a adeséao.

Palavras-chave: Senescéncia, Timoécitos, Produtos naturais



ABSTRACT

Senescence is a process that directly affects the immune system during aging,
contributing to the development of pathologies in different tissues of the body,
especially in the elderly. In this sense, products with antioxidant activity such as the p-
coumaric acid (pCA) can be useful in combating these alterations. Thus, this work
aimed to evaluate the effect of pCA on thymocytes treated with D-galactose (D-gal) in
vitro, specifically analyzing the cell viability, the thymocyte subpopulations and
adhesion to thymic epithelial cells (TECs). For this, thymocytes obtained from C57BL/6
mice (CEUAs 47/2016; 19/2019) were treated in vitro with D-gal (0.1, 1, 10 and 20
mg/mL) or pCA (0.1, 1, 5, 10 or 100 puM) to test cell viability by the method of capturing
propidium iodide (PI). After verification of viability, co-treatment with D-gal (20 mg/mL)
and pCA (5 uM) for 24 hours or pre-treatment with pCA (5 uM) for one hour was
performed to analyze cell viability, immunophenotyping by flow cytometry and
heterocellular adhesion using TECs of the 2BH4 cell line. It was possible to observe
that D-gal decreased the viability of thymocytes, mainly in the double-positive
subpopulation for CD4 and CD8, and pretreatment with pCA significantly reversed this
effect. Regarding adhesion, treatment with D-gal for 24 hours diminished the adhesion
capacity of thymocytes compared to control and pretreatment with pCA significantly
prevented this decrease. Thus, it can be concluded that a high concentration of D-gal
affects the survival of thymocytes and the double-positive subpopulation and that
pretreatment with p-coumaric acid may have a protective effect on thymocytes
exposed to D-gal. It was also observed that treatment with D-galactose impairs
thymocyte adhesion and that pCA was shown to have a beneficial effect on adhesion.

Keywords: Senescence, Thymocytes, Natural products
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1 INTRODUCAO

1.1 Senescéncia celular

A senescéncia ou envelhecimento celular € um processo que acontece
naturalmente no organismo, caracterizado por um declinio da funcéo celular e pelo
acumulo de defeitos moleculares que resultam na parada irreversivel do ciclo celular.
Além de acontecer de maneira natural, alguns fatores podem contribuir para que a
senescéncia ocorra de forma acelerada, como por exemplo o estresse oxidativo e a
exposicao cronica a diferentes tipos de radiacdo, que causam danos diretos ao DNA
e, por isso prejudicam o funcionamento normal das células (PALACIO et al., 2019).

As células senescentes apresentam uma série de modificacdes, como o
encurtamento de teldbmeros, 0 aumento da area nuclear e 0 aumento na expressao de
genes relacionados a parada do ciclo celular, como os genes para as proteinas p21 e
p53 (JU et al., 2007). Além disso, ja foi observado que as células senescentes em
cultura geralmente tornam-se maiores, achatadas, com a presenca de vacuolos e
podem ser multinucleadas (MUNOZ-ESPIN; SERRANO, 2014). Essas caracteristicas
fazem com que as células senescentes se diferenciem de outros tipos celulares que
também néo se dividem, como as células quiescentes, que ndo apresentam atividade
da enzima B-galactosidase associada a senescéncia (SA-B-GAL), presente em células
senescentes e que € um dos ensaios mais utilizados para visualiza¢do da senescéncia
(MUNOZ-ESPIN; SERRANO, 2014; DMRI et al., 1995). Além das caracteristicas ja
apresentadas, as células em senescéncia passam a apresentar um fenotipo secretor
associado a senescéncia (FSAS), marcado principalmente pela secrecao de citocinas
pré-inflamatérias, como as interleucinas IL-6 e IL-8, fatores de crescimento,
quimiocinas e pelo fator de transcricdo NF-kB, contribuindo para uma inflamacao
sistémica (ACOSTA et al., 2008; COPPE et al., 2008).

Um dos fatores responsaveis por acelerar o envelhecimento celular € o
estresse oxidativo, que causa disfuncdo e até a morte de células, acarretando no
envelhecimento celular (HARMAN, 1956). Esse processo € um mecanismo de lesao
celular mediado pelo acumulo de radicais livres, dentre eles, as espécies reativas de
oxigénio (EROs). A producdo normal de EROs € de extrema importancia, pois elas
estdo envolvidas na regulacdo de processos relacionados a manutencdo da

homeostase celular e diversas fungdes celulares. Porém, sua produgdo excessiva



induz mutacbes somaticas e causa danos irreversiveis, principalmente para o
organismo envelhecido, fazendo com que haja um desequilibrio entre moléculas
antioxidantes e substancias oxidantes (KUMAR; PANDEY, 2015; HUSSAIN et al.,
2016). Essas observacdes séo a base da teoria do envelhecimento por radicais livres
proposta em 1956 por Denham Harman.

A teoria dos radicais livres € corroborada por uma série de estudos
experimentais. Foi observado que um nivel elevado de EROs no organismo de
individuos com idade avancada esta relacionado a uma diminuicdo na producéo de
moléculas antioxidantes. Além disso, importantes enzimas antioxidantes como a
superoxido dismutase (SOD), a catalase e a glutationa peroxidase (GPx) passam a
ser produzidas em menor quantidade e favorecem o estresse oxidativo (KEDZIORA-
KORNATOWSKA et al., 2006; ASHOK; ALI, 1999).

Também j& foi visto que o aumento do nivel de EROs intracelular a partir do
tratamento com peroxido de hidrogénio (H202) leva a senescéncia prematura, assim
como o aumento de EROs internamente pode danificar as células a partir da oxidacao
do DNA, de proteinas e lipideos (BEN-PORATH; WEINBERG, 2005; BLANDER et al.,
2003; CHEN et al., 1998). Os componentes FSAS podem estimular a formacéo de
EROs, ocasionando a senescéncia em células vizinhas de forma paracrina (ACOSTA
et al., 2013). O estresse oxidativo também esta presente em doencas relacionadas ao
envelhecimento. Neste contexto, foi demonstrado que o estresse oxidativo induz dano
celular no cérebro em casos de diabetes, aumentando o nivel de citocinas proé-
inflamatorias como TNF- a e IL-6 e moléculas inflamatérias como NF-kB (REAGAN et
al., 1999; PRABHAKAR, 2013).

As células senescentes acumulam-se nos tecidos a medida que o organismo
envelhece, ocasionando diversas alteracdes moleculares, morfolégicas e fisioldgicas
complexas que contribuem para o aumento na incidéncia de doengas cronicas,
cardiovasculares e neurodegenerativas (FRANCESCHI et al., 2018). Essas doencas
relacionadas a idade sao caracterizadas por reacdes inflamatorias de baixo grau em
varios tecidos e 6rgaos, podendo ser causadas tanto por fatores genéticos quanto
ambientais (MINATO et al., 2020). Acredita-se que esse acumulo esta diretamente
relacionado a uma falha do sistema imunolégico em remover as células envelhecidas
e estimular a regeneragéo tecidual.

Porém, a senescéncia nao pode ser vista apenas de maneira negativa, muitos

estudos demonstram que ela pode ser benéfica no caso da progressao de algumas
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doencas como o cancer, em que a senescéncia ocorre como forma de supressao
tumoral, impedindo a expansdo de células pré-cancerosas e reparando o tecido
(COLLADO; SERRANO, 2010). Além do cancer, a senescéncia também pode ser
benéfica em casos de fibrose hepatica, cardiaca, renal e na fibrose oral, participando
na restricdo da resposta fibrética inicial (WIEMANN et al., 2002; ZHU et al., 2013;
WOLSTEIN et al.,, 2010; JUN; LAU, 2010). Mesmo com esses e outros efeitos
benéficos, em organismos envelhecidos essa resposta pode ser dificultada devido ao
sistema imunoldgico ja estar enfraquecido, levando ao acumulo das células
senescentes em tecidos.

O envelhecimento das células do sistema imune, conhecido como
imunosenescéncia, é caracterizado por alteracdes significativas na funcéo geral do
sistema imunoldgico ao longo do tempo, ocorrendo uma diminui¢cdo na capacidade
imunolégica adquirida e crescimento nas caracteristicas imunoldgicas pro-
inflamatdrias, o que torna os individuos idosos mais suscetiveis ao desenvolvimento
de doencas (GORONZY; WEYWAND, 2012). Durante a imunosenescéncia, um dos
principais tipos celulares afetados sdo as subpopulacées de células T, em que o
acumulo dessas células ao entrarem em senescéncia contribui para o estado
inflamatorio que ocorre durante o envelhecimento (AKBAR et al., 2016). Sendo o timo
o principal responsavel pelo desenvolvimento e maturacdo dessas células, ele acaba

sendo diretamente afetado durante a imunosenescéncia.

1.2 Timo

O timo é um 6érgdo que fica localizado no mediastino e anatomicamente é
composto por dois lobos (direito e esquerdo), sendo o lobo direito ligeiramente maior
que o esquerdo e € envolvido externamente por uma camada de tecido conjuntivo
fibroso. Cada um desses lobos € dividido em l6bulos e possui um microambiente
timico especializado com duas regides, uma mais externa denominada coértex e outra
mais interna denominada medula, sendo essas duas areas ligadas por uma juncéo
cortico-medular (REZZANI et al., 2014).

O timo é considerado um importante érgao linfoepitelial para desenvolvimento
e maturacgdo de células T, caracterizado por ser grande na infancia, devido ao fato de
precisar estabelecer o repertorio inicial de células T, permanecendo homeostatico por

um tempo, seguido por um lento processo de involug&o, que continua por toda a fase
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adulta (HALE et al., 2021). As células do estroma timico incluem as células da
linhagem néo T, como as células epiteliais timicas (TECs), células endoteliais, células
mesenquimais, fibroblastos, células dendriticas e células B. As TECs séo subdivididas
em corticais (CTECs) e medulares (NTECs), sendo as cTECs essenciais para 0s
eventos iniciais de diferenciacdo de células T e as mTECs tendo como papel principal
estabelecer a autotolerancia por meio de selecdo negativa e geracdo de células T
regulatérias (Treg) (KLEIN et al., 2014). As células do estroma timico séo
responsaveis por fornecer os sinais para o desenvolvimento das células T em
diferenciacdo (timécitos) e para a homeostase do estroma, regulando a timopoiese
(HAN; ZUNIGA-PFLUCKER, 2021).

A partir do momento que os progenitores de células T entram no timo pela
corrente sanguinea, eles migram para a zona subcapsular do cértex timico e passam
pelo estagio de diferenciacdo duplo-negativo (DN), onde eles nao expressam
nenhuma das moléculas co-receptoras CD4 e CD8 (OVERGAARD et al., 2014). E
neste momento que ocorre o rearranjo do receptor de célula T (TCRpB) e formacao
posterior do pré-TCR, que faz com que o timécito se diferencie e passe a expressar
as duas moléculas CD4 e CD8, sendo chamados de duplo-positivos (DP) (SWAT et
al., 2006). Nesse momento novamente a sinalizacdo através do TCR é importante
para a sobrevivéncia dessas células e para a determinacdo da selecao positiva
(IOANNIDIS et al., 2001). Ja foi visto que além de estarem presentes nos 6rgaos-alvo,
as células DP podem ter a sua frequéncia aumentada no sangue periférico em
algumas situacdes patologicas, como por exemplo em doencas autoimunes, porém
pouco se sabe sobre a frequéncia dessas células durante o envelhecimento (PAREL;
CHIZZOLINI, 2004).

A parte final da diferenciacdo das células T ocorre com a interacdo das
moléculas de superficie CD8 e CD4 com as moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) de classe | ou I, respectivamente, tornando-se simples-
positiva para CD8 ou CD4. Essa ligacéo depende do TCR, fazendo entdo uma selecao
positiva das duas linhagens. Essa escolha entre CD4 e CD8 também € importante
para definir a funcéo efetiva das células em citotéxicas (CD8*) e auxiliares (CD4")
(WANG; BOSSELUT, 2009). Os timocitos que passarem por esse processo de
selecdo positiva e se diferenciarem em CD4 ou CD8 migram para a regido medular
do timo, onde com o auxilio das mMTECs ir4 ocorrer o processo de selecdo negativa

com a inducéo da auto-tolerancia e eliminacdo das células T autorreativas, apds esse
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processo 0s timécitos selecionados estdo aptos para deixar o timo e migrar para a
periferia (GRAY et al., 2005).

Quando as func¢des do sistema imunoldgico comecam a se deteriorar com a
idade (imunosenescéncia), o timo € logo afetado, exibindo alteracdes relacionadas a
involugcédo precoce quando comparada a outros 6rgdos (BARBOUTI et al., 2020). A
involucao timica relacionada a idade é caracterizada pela perda dos timécitos em fase
de desenvolvimento e também pela diminuicdo no numero de TEC’s, com a
substituicdo do parénquima do timo por tecido adiposo, além da diminuicdo na
geracdo de novas células e pela reducédo do tamanho e peso do érgao. Com isso, ha
um declinio na frequéncia e na funcdo das células T virgens e um aumento na
frequéncia das células T de memdria, causando uma restricdo no repertorio de células
T na periferia que prejudica a resposta imune a hovos patdgenos e a vacinacédo (HALE
et al., 2021; BARBOUTI et al., 2020; CHIN et al., 2012). Algumas destas mudancas

estdo resumidas na figura 1.

Figura 1. Resumo das principais mudancas histopatologicas e
manifestagdes clinicas durante a involugéo timica

Involugao Timica

N

Mudancas histopatologicas Caracteristicas clinicas

v Tamanho timico 4 Gravidade e severidade
em infeccdes

v Celularidade timica

v Resposta a vacinas

4 Deposicao de tecido —>

adiposo 4 Incidéncia de doencgas
autoimunes

v Saida de linfécitos T do

timo

Perda da arquitetura
normal do tecido

Figura 1. A figura mostra como as mudancas histopatologicas estéo relacionadas as caracteristicas
clinicas decorrentes da involugédo timica. Adaptado de BARBOUTI, 2020.

Além disso, ocorrem mudancgas no microambiente timico, com alteracdes na

jungdo cortico-medular, que passa a ficar indefinida e como esse é um local-chave
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para selecdo positiva/negativa de progenitores de células T, pode contribuir para
geracdo de células T autorreativas (FARINI et al., 2021). Estudos demonstram que
durante o envelhecimento ha um consideravel aumento na inflamacéo crénica nos
individuos idosos devido ao aumento do dano crénico induzido pelas células T
autorreativas e pelo FSAS. Além disso, ocorre um aumento na geracdo de ceélulas
Treg policlonais no timo atrofiado e acimulo de Treg nos 6rgéos linfoides secundarios
periféricos (WANG et al., 2021).

Mesmo que a producdo geral do timo diminua com a idade, o 6rgao é
importante para a producdo de células T com novas especificidades que podem
proteger contra doengas, como por exemplo o cancer e doencas infecciosas
(PALMER et al., 2018). Assim, entender os mecanismos envolvidos na senescéncia
do timo é essencial para tentar amenizar esse processo. Para que isso se torne
possivel de maneira acelerada, pode-se utilizar substancias que mimetizem o

envelhecimento natural do organismo, como é o caso da D-galactose.

1.3 D-galactose

A D-galactose (D-gal) € um acucar monossacarideo presente em algumas
frutas, vegetais e em produtos lacteos, que tem sido amplamente utilizado como um
modelo indutor do envelhecimento por estimular o estresse oxidativo, mimetizando o
envelhecimento natural e causando o0 aparecimento de células senescentes.
(ACOSTA; GROSS, 1995; KAVIANI et al., 2017). Em animais, a D-gal € normalmente
metabolizada em glicose pela D-galactoquinase e galactose-1-fosfato uridil
transferase, mas quando administrada em altas concentracdes, a aldose redutase
catalisa a D-gal em galactitol, que ndo € metabolizado pelo organismo e se acumula
nas células, levando ao aparecimento de EROs, e consequente estresse oxidativo
(BAETA-CORRAL et al., 2018; WANG et al., 1999; WU et al., 2008).
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Figura 2: Molécula de D-galactose
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Figura 2. A figura mostra a molécula de D-galactose, que possui formula molecular CeéH1206 Fonte da
imagem: extrasynthese.com

Além disso, a D-galactose acaba gerando produtos finais de glicacdo avancada
(AGE’s) os quais provocam o aumento de EROs nos tecidos e pode acelerar as
mudancas relacionadas ao envelhecimento no organismo, sendo relacionado com a
patogénese da doenca de Alzheimer, por exemplo (KAWATA et al., 2021; BYUN et
al., 2017). Esse acumulo de AGE’s e EROs pode levar ao aumento nos niveis de
malondialdeido (MDA) e a diminui¢é@o na atividade de algumas enzimas antioxidantes
como a superodxido dismutase (SOD) e a glutationa peroxidase (GPx) (SADIGH-
ETEGHAD et al.,, 2017). O acumulo de AGE’s também pode ser relacionado a
alteracdes neurolégicas e comportamentais semelhantes aquelas encontradas em
pessoas idosas. Estudos demonstraram que camundongos tratados com a D-
galactose apresentam mudancas comportamentais, passando a apresentar déficits
cognitivos e motores relacionados ao envelhecimento (LEI et al., 2008; SONG et al.,
1999; BANJI et al., 2013).

A D-galactose pode induzir efeitos de envelhecimento em diversos 6rgaos,
aumentando também os niveis de apoptose e inflamacédo (REHMAN et al., 2017). O
sistema imunoldgico pode ser diretamente afetado pela administracéo de D-galactose,
tendo o timo como um importante érgdo-alvo. Ja foi demonstrado em um trabalho
recente que o tratamento com a D-galactose afeta o tamanho e o peso do timo e causa
uma desorganizacdo em seu microambiente, deixando a jun¢do cortico-medular
indefinida e prejudicando a diferenciacdo das células T (GUO et al., 2020). Além disso,

nesse mesmo artigo foi observado que a D-galactose alterou o subconjunto de células
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T e afetou de maneira negativa a proliferacdo dos timdcitos, além de aumentar a sua
apoptose.

A maioria dos estudos utilizando a D-galactose s&o realizados in vivo
principalmente para conseguir analisar as mudancas comportamentais nos animais,
porém outros estudos ja demonstraram que a D-gal também tem o potencial de induzir
o envelhecimento celular in vitro (XU et al., 2018; ZHANG et al., 2015).

Dessa forma, se torna importante ndo s6 entender os mecanismos envolvidos
na senescéncia celular, mas também buscar uma forma de inibir esse processo,
diversos trabalhos tém utilizado produtos naturais com efeito antioxidante como
inibidores do envelhecimento, como o trabalho de GUO e colaboradores (2020) que
utilizou o acido galico (GA) como forma de tratamento. Assim, substancias com
potencial efeito citoprotetor descrito na literatura precisam ser mais estudadas em

trabalhos envolvendo a senescéncia, como é o caso do acido p-cumarico.

1.4 Acido p-cumarico

O acido p-cumarico (ApC) é um polifenol encontrado em diversos alimentos
como uvas, vinho, tomate, cenoura, entre outros (ALAMED et al., 2009). O ApC possui
inumeras atividades farmacolbgicas e biolégicas, incluindo efeito quimioprotetor,
cardioprotetor e antioxidante, com a eliminacéo de radicais livres, tendo efeito protetor
para as células e podendo atuar como um agente imunomodulador no organismo
envelhecido (GODARZI et al., 2020). Além dessas atividades, ja foi mostrado que o
acido p-cumarico possui efeito antimicrobiano e antiviral, atividade antimutagénica e
antidiabética (PEI et al., 2016; BAHADORAN et al., 2013).

Figura 3: Molécula do Acido p-cumarico
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Figura 3. A figura mostra a molécula do acido p-cumarico, que possui formula molecular CoHsO3,
Fonte da imagem: fciencias.com



16

O &acido p-cumarico faz parte da familia dos acidos hidroxicinamicos e é
sintetizado pela via do chiquimato, tendo fenilalanina e tirosina como precursores.
Apos sintetizado, o ApC pode ser transformado em &acidos fendlicos e metabolitos
secundéarios, podendo ser encontrado na forma livre ou ligada (EL-SEEDI et al., 2012).
Na dieta ele geralmente é encontrado em baixa concentragdo, porém apresenta um
teor alto em algumas espécies de cogumelos em que pode ser encontrado (PEI et al.,
2016).

A atividade antioxidante do acido p-cumarico é possivel devido a presenca do
grupo fenil hidroxila, possuindo atividade antioxidante semelhante aos acidos cafeico
e ferdlico, porém a sua capacidade de eliminacéo de radicais livres em células ainda
nao foi bem explorada com relagédo a outros antioxidantes analogos (PEI et al.,2016;
MATHEW et al., 2015). Quando comparado ao &cido ferdlico, ja foi observado que o
ApC pode eliminar uma maior quantidade de espécies reativas de oxigénio em células
do pulmédo humano e adenocarcinoma de célon (BOUZAIENE et al., 2015). Porém,
sdo poucos os trabalhos que mostram a atividade do acido p-cumarico sobre o timo
envelhecido.

Com base nesses fatores e sabendo que o envelhecimento € um problema de
saude publica, percebe-se a importancia de entender como ocorre a senescéncia
celular, analisando os mecanismos por trds desse processo. Assim, a busca por
substancias como o0 acido p-cumarico que possam minimizar os efeitos da
senescéncia no sistema imunoldgico e principalmente no timo € um fator fundamental

gue pode contribuir para encontrar um modelo de combate ao envelhecimento.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do acido p-cumarico sobre os timdcitos tratados com D-

galactose in vitro em modelo de senescéncia celular.

2.2 Objetivos especificos

1) Avaliar a viabilidade de timécitos apés tratamento in vitro com D-galactose e acido
p-cumarico;

2) Avaliar o efeito do tratamento com acido p-cumarico sobre o perfil das
subpopulacdes de timocitos expostos a D-galactose in vitro;

3) Avaliar o efeito do tratamento com acido p-cumarico sobre a adesao dos timdcitos

expostos a D-galactose in vitro.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéo de timocitos

Os timos foram obtidos de camundongos C57BL/6 (CEUAs 47/2016; 19/2019)
e macerados com o auxilio do émbolo de uma seringa em poco de placa de 12 pogos
com 1 mL de tampéo fosfato salina (PBS) contendo 2% de soro bovino fetal (SBF)
para a liberacdo dos timocitos. Apds a centrifugacéo, o sobrenadante foi recolhido e
as células contadas em camara de Neubauer sob o método de exclusédo por azul de
Trypan 0,02% ao microscopio de luz. Ap6s a contagem, o volume de células foi
ajustado para a realizacao dos testes experimentais.

3.2 Tratamentos in vitro

Os timécitos (1 x 10° células) foram tratados em experimentos independentes
com D-galactose (D-gal) nas concentracdes de 0,1, 1, 10 e 20 mg/mL diluidos em
meio RPMI contendo 10% de SBF ou acido p-cumarico (ApC) nas concentracdes de
0,1, 1,5, 10 ou 100 uM solubilizado em DMSO e plagueados em meio RPMI contendo
10% de SBF. Os timdcitos foram colocados em placas de 96 pocos e deixados por 24
horas em estufa contendo 5% de CO: para verificagcdo da viabilidade celular e
determinacao das concentragdes que serdo usadas nos experimentos posteriores. Em
outros experimentos, os timocitos foram expostos ao ApC por 1 h e tratados por 24
horas com D-gal ou co-tratados com D-gal e ApC por 24 horas. Apds realizacao dos
esquemas de tratamento, os timécitos foram coletados para realizacdo dos

experimentos.

3.3 Ensaio de viabilidade celular

Apés as 24 horas de tratamento, as células em suspenséo foram centrifugadas,
incubadas com iodeto de propidio (PI), que é um marcador de célula ndo viavel, e
encaminhadas para leitura em citdmetro de fluxo FACS Canto Il (BD biosciences). Os

dados obtidos foram analisados através do software Flowing versdo 2.5.1.

3.4 Imunofenotipagem por citometria de fluxo

Foram realizadas analises por citometria de fluxo para determinar o fendétipo
das células quanto a expressdo das moléculas de superficie celular CD4/CD8. As
células em suspensao foram distribuidas em eppendorfs e incubadas com anticorpos

monoclonais especificos anti-CD4 e anti-CD8 conjugados a fluorocromos por 20
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minutos. Apos marcacdo, as células foram centrifugadas, lavadas com PBS e fixadas
para leitura no citbmetro de fluxo. Os dados obtidos foram analisados através do

software Flowing verséo 2.5.1.

3.5 Avaliagao da adesao dos timoécitos as TEC’s

Para realizar este ensaio, 1 x 10°de TEC’s da linhagem murina 2BH4 foram
plagueadas em meio DMEM contendo 10% de SBF em placas de Petri um dia antes
da realizacdo do ensaio de adesao. O tratamento dos timécitos foi realizado com um
grupo controle, um grupo tratado apenas com a D-gal (20 mg/mL), um grupo tratado
simultaneamente com a D-gal e o ApC (5 uM) e um grupo pré-tratado com o acido p-
cumarico por 1 hora e depois adicionada a D-gal em placa de 96 pocos. 24 horas ap6s
o tratamento, os timacitos sobreviventes de cada grupo de tratamento foram contados
e a quantidade foi normalizada para o grupo onde foram contados menos timacitos (7
x 10° de timécitos para cada grupo de tratamento). Entéo, essa quantidade foi retirada
da placa de 96 pocos, centrifugada e levada para o ensaio de adesdo com as TEC'’s
previamente plaqueadas durante 1 hora, sendo a propor¢ao de TEC’s para timécitos
de 1/7. Também foi realizado o ensaio de adesdo com os timadcitos frescos. Para isso,
apos a obtencdo dos timdcitos, 1 x 10° de células foram adicionadas em placas de
Petri com as TEC’s da linhagem 2BH4 ja plaqueadas no dia anterior e foram realizados
os tratamentos com a D-galactose (20 mg/mL) e o 4cido p-cumarico (5 uM) utilizando
0S mesmos grupos de tratamento. As células foram mantidas aderindo com as TEC’s
durante 1 hora, sendo a proporcao de TEC’s para timdcitos de 1/10.

Passado esse tempo, o meio foi retirado e as células lavadas delicadamente
com PBS em temperatura ambiente para lavagem dos timécitos ndo aderidos. Apos
esse processo, as células foram soltas com PBS gelado para soltar os timocitos
aderidos, esses foram recolhidos em eppendorfs e levados para contagem em camara
de Neubauer.

3.6 Andlises estatisticas

Para as andlises estatisticas dos dados obtidos e confeccdo dos graficos foi
utilizado o programa GraphPad Prism versdo 5.00 (GraphPad Prism Software, Inc.).
Os resultados foram representados como média e erro-padrdo da média (EPM), e
avaliados estatisticamente através do teste ANOVA, seguido do pés-teste de Turkey,

com um nivel de significancia selecionado para p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise da viabilidade de timécitos ap6s tratamento in vitro com D-galactose

Ao analisar o percentual de células viaveis tratadas com D-galactose utilizando
a captacdo de PI por citometria de fluxo, foi possivel observar uma diminuicdo
estatisticamente significativa no percentual de timdécitos viaveis no grupo tratado com
a concentracao mais alta de D-gal (20 mg/mL) quando comparado ao grupo controle
(Figura 4). Assim, pode-se sugerir que o0 agucar, na concentracao de 20 mg/mL, pode
dificultar diretamente a sobrevivéncia/proliferacdo dos timécitos, sendo esta escolhida

para ser utilizada nos experimentos posteriores.

Figura 4: Percentual de timécitos viaveis ap0s tratamento in vitro com

D-galactose
60 -
]
= -
o T
=
> 40-
g &
+
2
0
E 201
@
o
2
0- T T
& & NS

Figura 4. 24 horas ap0s o tratamento in vitro com D-galactose nas concentragfes de 0,1, 1, 10 e 20
mg/mL, os timocitos em suspensao foram incubados com iodeto de propidio (Pl) e analisados por
citometria de fluxo. O gréafico mostra a média + erro-padrao do percentual médio de timdcitos viaveis,
Pl negativos. (*) = p < 0,05 em relacdo ao grupo CTR. Foram realizados 3 experimentos independentes.

4.2 Analise da viabilidade de timécitos apds tratamento in vitro com acido p-

cumarico

Também foi realizado o teste de viabilidade celular por citometria de fluxo para
verificar a agdo do ApC sobre os timdcitos em cultura por 24 horas. Nao foi observada

diferenca significativa entre as concentracdes testadas, sendo a concentragao de 5
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UM escolhida para ser utilizada nos experimentos posteriores, jA& que a partir da
concentracdo de 10 uM é possivel observar uma pequena diminui¢do na viabilidade

das células (Figura 5).

Figura 5: Percentual de timécitos viaveis ap0s tratamento in vitro com acido
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Figura 5. 24 horas ap6s o tratamento in vitro com o &cido p-cumarico nas concentracées de 0,1, 1, 5,
10 e 100 pM, os timdcitos em suspensédo foram incubados com iodeto de propidio (PI) e analisados por
citometria de fluxo. O gréfico mostra a média + erro-padrdo do percentual médio de timdcitos viaveis,
Pl negativos. Foram realizados 2 experimentos independentes.

4.3 Efeito do acido p-cumérico na viabilidade de timdcitos expostos a D-

galactose in vitro

Apo0s a escolha das concentragdes a serem utilizadas, a viabilidade das células
foi verificada seguindo duas formas de tratamento: em uma foi realizado o co-
tratamento do ApC (5 uM) com a D-gal (20 mg/mL) (grupo ApC + D-gal); na segunda
forma foi realizado um pré-tratamento com o acido por 1 hora e apos esse tempo foi
adicionada a D-gal (grupo ApC + D-gal (Pré)), além de ter o grupo tratado apenas com
a D-galactose na concentracdo de 20 mg/mL (D-gal) e o grupo controle (CTR), que
nao recebeu nenhum tipo de tratamento. Apos o plaqueamento, todos o0s grupos foram
mantidos em cultura por 24 horas em estufa contendo 5% de CO2 para realizagao dos
préximos experimentos além do ensaio de viabilidade.

Como mostrado na figura 6, o tratamento com a D-gal diminuiu
significativamente a viabilidade dos timdcitos quando comparado ao grupo controle,

no grupo tratado com as duas substancias simultaneamente nao é possivel observar
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nenhuma diferenca em relacdo ao grupo D-gal, porém no grupo pré-tratado com o
acido p-cumarico ocorreu um aumento significativo na porcentagem de timécitos
viaveis quando comparado ao grupo tratado apenas com a D-galactose.

Figura 6: Efeito do tratamento com acido p-cumarico no percentual de
timocitos vidveis apos exposicado a D-galactose
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Figura 6. 24 horas ap6és o tratamento in vitro com D-galactose e 4cido p-cumarico nas concentragdes
de 20 mg/mL e 5 uM, respectivamente, os timécitos em suspenséo foram incubados com iodeto de
propidio (PI) e analisados por citometria de fluxo. O grafico mostra a média + erro-padrao do percentual
médio de timdcitos viaveis, Pl negativos. (*) = p < 0,05. Foram realizados 3 experimentos
independentes.

4.4 Efeito do acido p-cumarico sobre as subpopulacdes de timocitos expostos

a D-galactose in vitro

Conforme mostrado na figura 7, o tratamento com D-gal ndo alterou
significativamente o percentual de timdcitos duplo-negativos (DN) em comparacéo ao
grupo controle, enquanto o tratamento conjunto com ApC aumentou a porcentagem
dessas células de forma significante em relacdo as células tratadas apenas com o
acucar. Observou-se também uma diminuicdo significativa no percentual de timécitos
duplo-positivos (DP) para CD4 e CD8 apo0s o tratamento com a D-gal quando
comparado ao grupo controle e no grupo pré-tratado com o ApC é possivel observar
um aumento nessa porcentagem de células DP quando comparado ao grupo tratado

apenas com D-galactose.
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N&o foi vista alteragcdo significativa no percentual de células simples-positivas
para CD4 (CD4SP) e para CD8 (CD8SP) no grupo tratado com D-gal em relagéo ao

controle (Figura 7). Porém, o pré-tratamento com ApC diminuiu significativamente o

percentual de timécitos CD4SP e CD8SP quando comparado ao grupo D-gal.

Porcentagem de Células (%)

Porcentagem de Células (%)

Figura 7: Efeito do &cido p-cumérico no percentual das subpopulacdes
de timocitos expostos a D-galactose in vitro
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Figura 7. 24 horas apés o tratamento in vitro com D-galactose e acido p-cumdarico nas concentracdes
de 20 mg/mL e 5 uM, respectivamente, os timécitos em suspensado foram incubados com anticorpos
monoclonais especificos anti-CD4 e anti-CD8 e analisados por citometria de fluxo. O grafico mostra a
média * erro-padrao do percentual médio de células para cada subpopulagao. Sendo (a) DN = duplo-
negativo, (b) DP = duplo-positivo, (¢) CD4SP= CD4 simples-positivo, (d) CD8SP= CD8 simples-positivo

(*) = p <0,05. Foram realizados 2 experimentos independentes.
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4.5 Efeito do &cido p-cumarico sobre a adesdo dos timdécitos expostos a D-

galactose in vitro

Na figura 8 € possivel observar que o tratamento com D-galactose durante 24
horas diminuiu significativamente a quantidade de timdcitos aderidos quando
comparado ao grupo controle, demonstrando que o agucar pode interferir na adesao
dos timécitos. O pré-tratamento com o acido p-cumarico possibilitou uma maior

adesao dos timadcitos as TEC’s em relagao ao grupo tratado apenas com D-gal.

Figura 8: Efeito do acido p-cumarico sobre a capacidade de adesao dos
timocitos apds exposicao a D-galactose por 24 horas
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Figura 8. 24 horas ap6s o tratamento in vitro com D-galactose e acido p-cumarico nas concentragdes
de 20 mg/mL e 5 pM, respectivamente, os timécitos em suspenséo foram colocados em placas de Petri
contendo TEC’s durante 1 hora para analise da adeséo. Foi realizada contagem dos timécitos aderidos
com o auxilio de cAmara de Neubauer ao microscopio de luz. O grafico mostra a média + erro-padrédo
da quantidade média de timdcitos aderidos. (*) = p < 0,05. Foram realizados 2 experimentos
independentes.

Também foi realizado um experimento com timécitos frescos tratados com D-
gal e ApC durante o tempo de adesédo com as TEC’s. Considerando essas células,
nao foi observada nenhuma diferenca significativa na quantidade de timocitos

aderidos entre os grupos de tratamento (Figura 9).
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Figura 9: Efeito do acido p-cumaérico sobre a capacidade de adeséo dos
timocitos apds exposi¢cao a D-galactose por 1 hora
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Figura 9. Apos 1 hora de adeséo, os timocitos frescos tratados com D-galactose e &cido p-cumarico
nas concentragfes de 20 mg/mL e 5 puM, respectivamente, foram coletados e foi realizada contagem
dos timécitos aderidos com o auxilio de camara de Neubauer ao microscopio de luz. O grafico mostra
a média * erro-padréo da quantidade média de timécitos aderidos.
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5 DISCUSSAO

Como mostrado nos resultados, a D-galactose diminuiu a viabilidade dos
timocitos de maneira significativa, isso corrobora com o trabalho de GUO e
colaboradores (2020), onde foi demonstrado que o tratamento in vivo com D-galactose
diminuiu significativamente a proliferacdo dos timécitos e aumentou a apoptose
nessas células comparado ao grupo utilizado como controle. Com isso, pode-se
sugerir que a D-gal dificulta a sobrevivéncia dos timdcitos. Além disso, o pré-
tratamento com o ApC preveniu a reducdo da viabilidade das células quando
comparado ao grupo tratado apenas com a D-gal, sendo possivel sugerir que o acido
p-cumarico pode exercer um efeito citoprotetor sobre a viabilidade dos timécitos,
reduzindo essa perda.

Em relacdo as subpopulacBes de células T, sabe-se que as células DP
aparecem em maior quantidade durante a fase de desenvolvimento e maturacao das
células T e passado esse periodo, as células se diferenciam e comecam a expressar
somente CD4 ou CD8 de maneira independente (KOCH; RADTKE, 2011). Como
durante o envelhecimento o timo tem uma perda de timocitos em fase de
desenvolvimento, isso pode afetar diretamente a quantidade de células DP na
senescéncia. O pré-tratamento com o ApC por 1 hora foi capaz de reverter
significativamente a reducdo de timocitos DP quando comparado ao grupo D-gal,
indicando que o acido pode favorecer a sobrevivéncia/proliferacdo desse tipo celular.

De acordo com Goronzy; Weywand (2012), h4 uma diferenca na resposta das
células CD4 e CD8 virgens ao envelhecimento, as células CD4* diminuem mais
rapidamente apenas ap0s 0s 75 anos de idade, enquanto as células CD8" ja sofrem
uma diminui¢do por volta dos 65 anos, porém que essa reducdo nao é refletida em
nameros absolutos, ja que tem um aumento nas células CD8 efetoras. J& foi visto
também que o subconjunto de células T CD8* é mais suscetivel a alteracdes
funcionais e fenotipicas durante o envelhecimento do que as células CD4* e por isso
se acumulam em maior propor¢cdo (CZESNIKIEWICZ-GUZIK et al., 2008). Porém,
nesse trabalho ndo foi possivel observar diferenca significativa no grupo tratado
apenas com a D-galactose nas subpopulacdes simples-positivas para CD4 e CD8. Ja
no grupo pré-tratado com o acido p-cumarico foi possivel observar uma diminuicao na

porcentagem de células positivas para as subpopulagdes CD4SP e CD8SP.



27

Com relacdo a adesao, j4 foi visto que ocorre uma diminuicdo na producao de
moléculas de adesé&o durante o envelhecimento cerebral, podendo chegar a um nivel
considerado critico (ERBABA et al., 2020). Assim, é possivel que a diminuicdo da
adesado observada neste estudo esteja relacionada com uma baixa producédo de
moléculas de adesdo nos timdcitos expostos a D-gal, o que é impedido pelo
tratamento prévio com o ApC. Na adesdao realizada com o grupo de timdcitos frescos
gue tiveram o tratamento com a D-gal e o ApC apenas durante o tempo de 1 hora de
adesao, nao foi possivel observar diferenca significativa entre os grupos, este
resultado pode estar relacionado ao tempo de exposi¢cdo das células as substancias
estudadas. Dessa forma, podemos propor que a exposicdo prolongada a D-gal
interfere com a adeséo dos timécitos as TEC’s, e que o ApC pode proteger 0s
timocitos dos efeitos deletérios desse acucar.

Este trabalho mostrou que a utilizacédo do acido p-cumarico reverteu o efeito da
D-galactose sobre a viabilidade e a adesdo dos timdcitos, assim como também foi
benéfica para as subpopulacbes observadas. Esses achados podem estar
relacionados com os efeitos citoprotetores desse produto natural. Concordando com
essa hipotese, o ApC mostrou ter efeito antioxidante sobre ratos com reperfuséo
isquémica renal, aumentando a producdo das enzimas antioxidantes SOD, GPx e
catalase (GODARZI et al., 2020). Além disso, o ApC também apresentou efeito anti-
inflamato6rio em ratos com artrite reumatoide, diminuindo a expressédo do fator de
necrose tumoral-a (TNF-a), um mediador inflamatério (PRAGASAM et al., 2013).
Estes resultados condizem com o efeito do &cido sobre o envelhecimento que foi
observado neste trabalho, mostrando que essa substancia pode ser considerada um
importante imunomodulador.

Porém ainda sdo poucos os trabalhos que utilizam o acido p-cumarico para
estudos relacionados a senescéncia celular. Outras substancias com efeito
antioxidante semelhante ao ApC ja foram estudadas em modelos de envelhecimento
do sistema imune, como € o caso do resveratrol (RSV), que foi capaz de diminuir a
guantidade de células senescentes no timo, além de restaurar a anatomia timica e a
alteracdo nas subpopulagbes de células T (WEI et al., 2020). Essa capacidade de
restaurar as alteragdes nas subpopulagdes de timocitos foi semelhante a observada
nesse estudo. Um outro produto natural utilizado como antioxidante em estudos

envolvendo envelhecimento é o salidrosidio (SDS), que mostrou possuir efeito

benéfico sobre as subpopulacdes e na proliferacéo de esplendcitos obtidos de ratos
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idosos (LU et al., 2013). MAO e colaboradores (2010) também demonstraram que
SDS foi capaz de bloquear o aumento de AGE’s em camundongos envelhecidos
tratados com D-galactose, inibindo o estresse oxidativo.

Com base nos resultados encontrados nesse estudo e nos dados da literatura,
é possivel sugerir que o ApC possui efeito citoprotetor e antioxidante semelhante ao
RSV e o SDS, sendo de extrema importancia mais estudos que demonstrem 0s
beneficios da utilizacdo deste polifenol sobre o organismo envelhecido, especialmente

sobre células e 6rgdos do sistema imunologico.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que uma alta concentragéo de D-
galactose diminui a sobrevivéncia dos timécitos, diminui o percentual de células duplo-
positivas (DP) e também prejudica a adesdo dos timécitos. Em relagdo ao acido p-
cumarico foi possivel observar que essa substancia demonstrou possuir efeito
citoprotetor sobre os timocitos expostos a D-gal principalmente nos estagios iniciais

de desenvolvimento.
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