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RESUMO

Doengas neurodegenerativas e transtornos psiquidtricos compartilham processos patologicos
comuns, como estresse oxidativo, inflamacao, disfun¢do mitocondrial ¢ morte celular. O fator
de transcricdo Nrf2 regula vias antioxidantes e citoprotetoras, sendo um alvo terapéutico
promissor. A colchicina, tradicionalmente usada em doencas inflamatorias, tem demonstrado
potencial para ativar o Nrf2, mas seus efeitos sobre células do sistema nervoso ainda sdo pouco
conhecidos. Objetivou-se investigar os efeitos da colchicina, em baixas concentragdes, sobre
parametros de estresse oxidativo, inflamagao, fun¢ao mitocondrial € morte celular em astrocitos
e células PC12 (Feocromocitoma) estimuladas com LPS (Lipopolissacarideo). Avaliou-se
viabilidade celular (MTT) com colchicina em astrécitos e PC12. Tais células foram expostas ao
lipopolissacarideo (LPS) (50 pg/mL) para inducdo de estresse oxidativo, inflamagdo e
disfun¢ao mitocondrial. Em seguida, as células foram tratadas com diferentes concentragdes de
colchicina (Col) (Col;:0,312; Col:0,156 e Col3:0,07815 puM) para avaliagdo de ROS
intracelular (DCFH-DA), (NO:2") (Griess), potencial mitocondrial (Rhodamine 123),
tumescéncia mitocondrial e liberagdo de citocinas (TNF-a, IL-6 e IL-1B) por ELISA. A
colchicina reduziu significativamente os eventos de estresse oxidativo citoplasmatico em
astrocitos (LPS+Colo: 0,9482 +0,05592; LPS+ Col3:0,8801 +0,01104) e PC12 (LPS: 1,654
+0,01617; LPS+Coli: 0,9367 +£0,006825; LPS+Col: 0,6795 +0,01; LPS+ Cols: 0,6541
+0,01782); e TNF-a em meio condicionado de astrocitos (LPS: 3,408 +0,3655; LPS+Cols:
0,9707 +0,2598). Houve também restauragao significativa do potencial mitocondrial em células
PC12 (LPS: 0,6706 +0,02813; LPS+Coli: 1,177 +£0,06531; LPS+Col,: 0,9941 +0,01699;
LPS+Cols: 1,394 +£0,03225) e diminui¢do da tumescéncia mitocondrial na mesma linhagem
(LPS: 0,1397 £0,0008337; LPS+Col;: 0,005867; LPS+Col: 0,005571 +£0,0006603; LPS+Cols:
0,002700 +0,0004502). Os resultados indicaram que a colchicina apresenta efeitos
antioxidantes, anti-inflamatorios e protetores mitocondriais nas linhagens de astrocitos e PC12,

reforcando o seu papel neuroprotetor em condi¢des associadas a neuroinflamagao.

Palavras-chave: Colchicina. Fator 2 Relacionado a NF-E2. Estresse oxidativo. Astrocitos.

Células PC12.



ABSTRACT
EFFECTS OF COLCHICINE ON OXIDATIVE STRESS, NEUROINFLAMMATION, AND
MITOCHONDRIAL DYSFUNCTION INDUCED BY LIPOPOLYSACCHARIDE (LPS) IN
ASTROCYTE AND PC12 CELL LINES: IMPLICATIONS FOR NRF2 PATHWAY
MODULATION

Neurodegenerative diseases and psychiatric disorders share common pathological processes
such as oxidative stress, inflammation, mitochondrial dysfunction, and cell death. The
transcription factor Nrf2 regulates antioxidant and cytoprotective pathways, representing a
promising therapeutic target. Colchicine, traditionally used in inflammatory diseases, has
shown potential to activate Nrf2, but its effects on nervous system cells are still poorly
understood. This study aimed to investigate the effects of colchicine, at low concentrations, on
oxidative stress, inflammation, mitochondrial function, and cell death parameters in astrocytes
and PC12 (pheochromocytoma) cells stimulated with LPS (lipopolysaccharide). Cell viability
(MTT) was assessed in astrocytes and PC12 cells treated with colchicine. These cells were
exposed to lipopolysaccharide (LPS) (50 pg/mL) to induce apoptosis, oxidative stress,
inflammation, and mitochondrial dysfunction. They were then treated with colchicine (Col)
(Coll: 0.312; Col2: 0.156 and Col3: 0.07815 uM) for evaluation intracellular ROS (DCFH-
DA), (NO2) (Griess), mitochondrial membrane potential (Rhodamine 123), mitochondrial
swelling, and cytokine release (TNF-a, IL-6 and IL-1B) by ELISA. Colchicine significantly
reduced cytosolic oxidative stress in astrocytes (LPS+ Colz: 0.9482 £+ 0.05592; LPS+Cols:
0.8801 + 0.01104) and PCI12 cells (LPS: 1.654 + 0.01617; LPS+Col;: 0.9367 + 0.006825;
LPS+Col,: 0.6795 £ 0.01; LPS+Cols: 0.6541 £+ 0.01782); and TNF-a in conditioned medium
from astrocytes (LPS: 3.408 + 0.3655; LPS+Col,: 0.9707 + 0.2598). There was also significant
restoration of mitochondrial membrane potential in PC12 cells (LPS: 0.6706 + 0.02813;
LPS+Col;: 1.177 £ 0.06531; LPS+Colz: 0.9941 + 0.01699; LPS+Cols: 1.394 + 0.03225) and
decreased mitochondrial swelling in the same cell line (LPS: 0.1397 &= 0.0008337; LPS+Col;:
0.005867; LPS+Colz: 0.005571 + 0.0006603; LPS+Colz: 0.002700 + 0.0004502). The results
indicated that colchicine exhibits antioxidant, anti-inflammatory, and mitochondrial-protective
effects in astrocyte and PC12 cell lines, reinforcing its neuroprotective role in conditions

associated with neuroinflammation.

Keywords: Colchicine. NF-E2-related factor 2. Oxidative stress. Astrocytes. PC12 cells.

Mitochondria.
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1 INTRODUCAO GERAL

Transtornos neurodegenerativos e neuropsiquiatricos, como Alzheimer, Parkinson,
depressao e esquizofrenia, estdo frequentemente associados a processos de neuroinflamacgao e
estresse oxidativo exacerbado (Trofin et al., 2025). A auséncia de terapias capazes de modificar
o curso dessas doencas evidencia a necessidade de novas estratégias terapéuticas. Nesse
contexto, o fator nuclear relacionado ao fator eritroide 2 (Nrf2) tem se destacado como alvo
promissor por modular vias antioxidantes, anti-inflamatorias e mitocondriais (Brandes e Gray
2020). Entretanto, o desafio atual reside na identificagdo de compostos capazes de ativar

seletivamente essa via no sistema nervoso central, com eficacia e seguranca.

O fator Nrf2 pertence a familia dos fatores de transcrigao Cap’n’collar (CNC) e ¢
codificado pelo gene NFE2L2. Composto por 605 aminoacidos, o Nrf2 apresenta sete dominios
funcionais altamente conservados, denominados Nehl a Neh7 (Saha et al., 2020), cada um
associado a fungdes especificas na regulagdo da atividade transcricional (Zuo et al., 2022). O
dominio Nehl contém uma alga basica com ziper de leucina (bZIP), estrutura na qual residuos
de leucina ocorrem em intervalos regulares. Esse dominio exibe carga positiva, atribuida a
presenca de aminoacidos como lisina, arginina e histidina, caracteristica essencial para a ligacao
ao DNA e a interagdo com proteinas, como as sMaf (small musculoaponeurotic fibrosarcoma)

(Zuo et al., 2022) (Figura 1).

O Neh2 abriga dois motifs especificos de aminoacidos, ETGE (4cido glutamico-
treonina-glicina-acido glutamico) e DLG (acido aspartico-leucina-glicina), que mediam a
interagdo com a proteina Keap1 (Kelch-like ECH-associated protein 1). Essa interagao ¢ crucial
para a ubiquitinagdo dependente de Keapl e a posterior degradacdo proteassomal do Nrf2.
(Mohan; Gupta, 2018). O dominio Neh3 atua como modulador da ativagdo génica mediada por
ARE, interagindo com o coativador transcricional CHD6 (Zhang; Feng; Jiang, 2021). J& os
dominios Neh4 ¢ Neh5 participam da ativacdo transcricional do Nrf2 ao se ligarem a CBP
(CREB-binding protein), facilitando a transcri¢ao de genes-alvo (Sivandzade et al., 2019) et al.,
2019).

O Neh6 esta envolvido na degradacdo do Nrf2 de forma independente de Keapl, por
meio de seus motifs DSGIS e DSAPGS, que interagem com a proteina B-TrCP (B-transducin
repeat-containing protein). Além disso, esse dominio pode ser fosforilado pelo glicogénio

sintase quinase-3f (GSK-3p), influenciando a estabilidade da proteina. O Neh7, por sua vez,
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atua inibindo a via de sinalizagdo Nrf2—ARE, através da ligagdo ao receptor X de retinoide a

(RXRa) (Chowdhry et al., 2012; Osama et al., 2020).

Figura 1 - Dominios funcionais do fator de transcricdo Nrf2 e suas principais interagdes
regulatorias.

DLG ETGE DSGIS DSAPGS bZIP
16 I IBG 112 134 183201209 316 338' IJBB 435 ' 562 805
351 i 5]
Neh2 Neh4 Neh5 Neh7 Neh6 Neh1 Neh3
I | |
Ligagdo keap1 Ligagio RXRa Ligagdo DNA\sMaf
Transativagio Ligagao Transativagdo
Ligacao CBP p-TrcP Ligagdo CHD6
GSK-3p

Representagdo esquemadtica dos dominios funcionais do fator de transcrigdo Nrf2 e seus principais motifs
estruturais. O Nehl estd associado a ligagdo ao DNA e interagdo com proteinas sMaf; o Neh2 contém os motifs
ETGE e DLG, essenciais para a interacdo com Keapl e regulagdo da degradagdo proteassomal de Nrf2; os
dominios Neh3, Neh4 e Neh5 estdo envolvidos na ativagdo da transcri¢do via interacdo com coativadores como
CHD6 e CBP; o Neh6 atua na degradacao independente de Keapl por meio da ligagdo com B-TrCP; e o Neh7 ¢
responsavel por suprimir a via Nrf2-ARE ao interagir com o RXRa. Fonte: Adaptado de (Zuo et al., 2022).

A via Nrf2-ARE ¢ regulada principalmente pela Keapl, considerada seu principal
inibidor negativo (Saha et al., 2022). A Keapl contém dominios Bric-a-Brac (BTB) que
permitem a formacgdo de homodimeros, os quais se ligam aos motifs ETGE e DLG do Nrf2
(Zhang; Feng; Jiang, 2021). Nessas condi¢des basais, o complexo Keap1-Nrf2 interage com o
complexo E3 ubiquitina ligase Cullin 3 (Cul3), promovendo a ubiquitinagdo do Nrf2 e sua
subsequente degradacgao pelo proteassomo 26S (Figura 2)(Sivandzade et al., 2019).

Sob estimulos de estresse, como o acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS) ou
a presenga de compostos como curcumina e colchicina, ocorrem alteragdes conformacionais na
Keapl, especialmente no dominio DLG. Isso enfraquece a interacdo com o motif DLG,
impedindo a ubiquitinacao e permitindo que o Nrf2 seja liberado e transloque-se para o nicleo
(Zuo et al., 2022).

No nucleo, o Nrf2 forma um complexo heterodimérico com sMaf, que se liga aos
elementos de resposta antioxidante (AREs) — sequéncias localizadas nas regides promotoras
de genes antioxidantes. Essa ligacdo estimula a sintese de enzimas antioxidantes, como como

heme oxigenase-1 (HO-1), NAD(P)H quinona oxirredutase 1 (NQOI1) e glutationa S-
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transferases (GSTs), que desempenham papéis centrais na defesa celular contra o estresse
oxidativo (Chen et al., 2024; Hirotsu et al., 2012; Seol et al., 2024; Simon-Molas et al., 2022;
Wu; Zhang; Du, 2016).

Além da via classica, hd mecanismos alternativos de ativa¢do do Nrf2 independentes de
Keapl, envolvendo diversas quinases. Entre elas, destacam-se: proteina quinase C (PKC),
caseina quinase II (CK2), PERK, JNK e ERK, que podem fosforilar o Nrf2 e promover sua
translocagao nuclear (Cullinan; Diehl, 2004; Huang; Nguyen; Pickett, 2002; Keum et al., 2006;
Pi et al., 2007). Por outro lado, a fosforilagdo por GSK-3p e por p38 MAPK favorece a
degradagdo do Nrf2 (Chowdhry et al., 2012; Yoon; Youn; Jun, 2021). Outros reguladores
negativos da atividade de Nrf2 incluem BACHI1 e Hrdl, enquanto o fator neurotrdfico derivado
do cérebro (BDNF) atua positivamente, estimulando sua translocacdo nuclear (Figura 2) (Yu et

al., 2021).

Figura 2 — Mecanismos de regulacdo do Nrf2.
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Fonte: Adaptado de Zuo et al., 2022.

Além da via classica mediada por Keapl, o Nrf2 também pode ser ativado por vias
alternativas independentes, envolvendo quinases como a proteina quinase C (PKC), a caseina

quinase II (CK2), a PERK, a JNK e as ERK, que promovem sua fosforilagao e translocagdo
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para o nucleo (Cullinan; Diehl, 2004; Huang; Nguyen; Pickett, 2002; Keum et al., 2006; Pi et
al., 2007). Em contraste, outras fosforilacdes, como aquelas mediadas por GSK-3f e pelas
MAPKSs p38, favorecem sua degradacao (Chowdhry et al., 2012; Yoon; Youn; Jun, 2021). Além
disso, proteinas como BACHI1 e Hrdl atuam negativamente sobre o Nrf2, enquanto o BDNF
exerce acao positiva, favorecendo sua translocagdo nuclear (Yu et al., 2022).

Importante destacar que o Nrf2 também regula processos autofagicos, controlando a
expressao de genes como p62, NDP52 e ULK1 (Pajares et al., 2016; Kang et al., 2014). Embora
esse mecanismo ndo tenha sido abordado experimentalmente neste estudo, sua integracdo com
as vias redox e mitocondriais refor¢a o papel multifuncional do Nrf2 na manutencao da

homeostase celular (Jin et al., 2019).

1.1 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo ¢ uma condicdo oriunda do desequilibrio entre producdo de
Espécies reativas de Oxigénio (ROS) e a capacidade do organismo em neutraliza-las e reparar
o dano resultante. Neste caso, h4 um predominio da produ¢do de ROS e uma diminui¢ao da
capacidade do organismo em neutraliza-las, o que acarreta disfungdes moleculares. No Sistema
Nervoso central, neurénios sdo susceptiveis ao estresse oxidativo devido a sua alta taxa
metabodlica e consumo de oxigénio (Moustapha, 2020). Conforme mencionado, o estresse
oxidativo pode ativar o fator de transcrigdo Nrf2 por meio de alteragdes conformacionais na
proteina Keapl, permitindo sua translocagdo para o nucleo, onde se liga aos elementos de
resposta antioxidante (AREs) e induz a transcricdo de genes codificadores de enzimas
antioxidantes (Figura 3) (Yamamoto; Kensler; Motohashi, 2018; Zuo et al., 2022). Dentre os
genes-alvo mais estudados estd a heme oxygenase-1 (HO-1), cuja expressao ¢
significativamente aumentada pela ativagdo do Nrf2 (Jian et al., 2011; Liu et al., 2017). A HO-
1 catalisa a degradacdo do grupo heme em biliverdina, monoxido de carbono (CO) e ferro livre
— compostos que contribuem para a protecao celular em condi¢des de estresse oxidativo (Chen
et al., 2020).

A biliverdina e sua forma reduzida, a bilirrubina, apresentam propriedades antioxidantes
que auxiliam na redu¢do do dano celular, especialmente no tecido cerebral (Piras et al., 2017).
O CO, em quantidades ndo toxicas, por sua vez, modula a vasodilatacio e a resposta
inflamatoria, aspectos relevantes no sistema nervoso central, onde processos inflamatorios

exacerbados podem gerar lesdo neuronal (Chen et al., 2020). Além disso, a atividade da HO-1
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pode favorecer o fluxo sanguineo e a oferta de nutrientes ao tecido cerebral comprometido, por
meio da indugdo de vasodilatacdo e da redu¢ao de marcadores inflamatdrios (Pastorino et al.,
1999). Outro papel importante da HO-1 ¢ a regulacdo da apoptose sob estresse oxidativo, sendo
que sua expressao demonstrou proteger contra a apoptose neuronal (Wang et al., 2019).

A enzima superdxido dismutase (SOD), cuja expressao ¢ induzida pela ativagao do Nrf2,
desempenha papel fundamental no sistema nervoso central ao combater o estresse oxidativo,
catalisando a dismutacdo do radical superoxido (O2¢") gerado pelo metabolismo celular, em
peroxido de hidrogénio (H20:2) e oxigénio molecular (O:) (Figura 3) (Azenabor et al., 2018).
Os radicais superdxidos sdo altamente reativos € podem provocar danos celulares por meio da
peroxidagdo lipidica, modificagdes proteicas e lesdes ao DNA — processos associados ao
desenvolvimento de doencas neurodegenerativas (Ilyas et al., 2020). A SOD apresenta
diferentes isoformas, entre as quais se destacam a SOD1, localizada no citoplasma, e a SOD2,
presente nas mitocondrias. A SODI1 contribui para neutralizar espécies reativas geradas pela
intensa atividade metabolica neuronal, enquanto a SOD2 atua principalmente sobre o estresse
oxidativo mitocondrial, uma das principais fontes de espécies reativas de oxigénio nos
neurdnios (Li et al, 2022). Evidéncias indicam que a redugdo da expressio de SOD,
especialmente da SOD2, esta associada ao aumento de marcadores de estresse oxidativo e dano
neuronal em contextos de inflamacao e hipdxia (Horspool; Chang, 2018).

A enzima glutationa peroxidase (GPx), cuja expressdo também ¢ estimulada pela
atividade do fator de transcricdo Nrf2, exerce um papel relevante no contexto do estresse
oxidativo, especialmente no sistema nervoso central (SNC) (Shirakawa et al., 2015; Shukla et
al., 2017; Yang et al.,, 2015). Sua principal funcdo ¢é catalisar a redugdo do peroxido de
hidrogénio (H20:) e de peroxidos organicos, utilizando a glutationa reduzida (GSH) como
substrato, resultando na forma¢do de agua (H20) e glutationa oxidada (GSSG) (Figura 3)
(Kadhim; Noori, 2023; Rauscher; Sanders; Watkins, 2025).

A GPx atua de forma integrada com outros sistemas antioxidantes, como a superoxido
dismutase (SOD) e a catalase, na neutralizagdo de espécies reativas de oxigénio (Rauscher;
Sanders; Watkins, 2025; Wahl; Koopmann; Ammon, 2009). Conforme mencionado, a SOD
converte o radical superoxido (Oz2¢") em peroxido de hidrogénio, e a GPx, por sua vez,
detoxifica o H:0:. formado, convertendo-o em 4gua. Esse mecanismo cooperativo ¢
fundamental para a prote¢do celular frente ao estresse oxidativo (Figura 3) (Kadhim; Noori,
2023; Rauscher; Sanders; Watkins, 2025).

Niveis elevados de peroxido de hidrogénio no SNC podem causar danos neuronais por

meio da ativacao de vias pré-apoptoticas, culminando em morte celular. Dessa forma, a
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atividade da GPx na degradacdo do H20: contribui significativamente para a neuroprotecao
(Tennakoon et al., 2013). De fato, evidéncias indicam que a redu¢do da atividade da GPx esta
frequentemente associada ao aumento de marcadores de estresse oxidativo em diversas doengas

neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson (Kadhim; Noori, 2023).

Figura 3 — Esquema simplificado da atuagdo de enzimas antioxidantes cuja sintese foi

estimulada pelo Nrf2.
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Fonte: Adaptado de Zuo et al., 2022 por meio do Biorender e Canvas.

1.2 Inflamacao

O fator de transcricdo Nrf2 exerce um importante efeito anti-inflamatorio,
principalmente por meio da inibi¢do da via do NF-«kB (Figura 4), a qual, quando ativada,
estimula a transcri¢do de diversas citocinas proé-inflamatorias, como TNF-a e IL-6 (Sun et al.,
2016). Estudo envolvendo a indugdo de inflamacao com lipopolissacarideo (LPS) demonstrou

que a ativagdo da via Nrf2 provocou reducdo dos niveis de NF-«xB, atenuando, assim, a resposta
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inflamatéria (Wruck et al., 2011). Uma das hipoteses para esse efeito € a competicdo entre Nrf2
e NF-kB por coativadores comuns, como a proteina de ligacdo a CREB (CBP), no nucleo
celular. Ambos os fatores requerem CBP e a subunidade p65 para exercerem suas atividades
transcricionais. No entanto, com o aumento da atividade de Nrf2, a disponibilidade de CBP para
NF-xkB ¢ reduzida, o que compromete a sua capacidade transcricional e diminui,
consequentemente, a expressao de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL-6 (Figura 4)
(He et al., 2025; Muresan et al., 2021).

Outra forma de inibicdo do NF-kB promovida por Nrf2 ocorre por meio da degradagao
autofagica das quinases IKK, cuja funcao ¢ fosforilar as proteinas IxB (inibidores de NF-«kB).
Quando essas proteinas sao fosforiladas, NF-kB se transloca para o ntcleo e ativa a transcrigao
de genes inflamatorios. Assim, a diminui¢ao da disponibilidade de IKK (Figura 4), promovida
pela ativagdo de mecanismos autofagicos induzidos por Nrf2, reduz a quantidade de NF-kB
funcional no nucleo (Kanamoto et al., 2018).

Adicionalmente, o Nrf2 inibe diretamente a transcricdo de genes de citocinas pro-
inflamatodrias por meio da interferéncia no recrutamento da RNA polimerase II aos promotores
génicos, suprimindo a expressdo de mediadores como IL-6, IL-1B e TNF-a (Muri et al., 2020).
Com isso, consegue reduzir a resposta inflamatoria em diferentes contextos, incluindo reagdes
alérgicas e sepse (Nagashima et al., 2019). Em modelos animais de alergia, por exemplo, a
ativacado de Nrf2 levou a diminui¢do da liberagdo de IL-33, um potente mediador pro-
inflamatério, o que se associou a atenuagdo da inflamagao bronquica (Du et al., 2021).

Pesquisas também indicam que a ativagao de Nrf2 reduz a polarizacdo de macrofagos
para o fendtipo pro-inflamatorio (M1), o qual estd relacionado a produgdo de citocinas como
TNF-a e IL-6. Paralelamente, promove a polariza¢do para o fendtipo anti-inflamatorio (M2),
associado a fung¢des de resolucao inflamatoria e reparo tecidual (Eduardo E Egea; Nnamdi Azih,
2015; Luo et al., 2022). Esse efeito ¢ especialmente relevante em casos de inflamagao cronica,
nos quais a polarizagdo M2 contribui para a reparagdo dos tecidos e reducdo da inflamagao
(Yang et al., 2020). De forma inversa, a reducdo da atividade de Nrf2 favorece a polarizacao
para o perfil M1.

Outro importante mecanismo anti-inflamatério mediado por Nrf2 estd relacionado ao
controle do estresse oxidativo. Apds sua ativacdo e translocagdo ao ntcleo, Nrf2 se liga a
elementos de resposta antioxidante (AREs), promovendo a expressao de genes codificadores
de enzimas antioxidantes, como heme oxigenase-1 (HO-1), NADPH quinona oxidoredutase 1
(NQOVI) e glutationa S-transferases (GSTs) (Figuras 3 e 4) (Du et al., 2021; Yang et al., 2020).A

regulacao do estresse oxidativo contribui para a supressao da resposta inflamatoria, uma vez



20

que espécies reativas de oxigénio (ROS) frequentemente precedem e amplificam os processos
inflamatérios. Além disso, a reducao do estresse oxidativo também inibe outras vias
inflamatoérias, como a via de NF-«xB e a via das MAPKs (Muri et al., 2020; Wang et al., 2018).

No contexto de transtornos neurodegenerativos, evidéncias apontam que a atividade
reduzida de Nrf2 na Doenca de Alzheimer esta associada ao aumento da toxicidade das placas
de B-amiloide e a uma resposta antioxidante insuficiente, contribuindo, assim, para a geracao
de neuroinflamacao (Davies; Adlimoghaddam; Albensi, 2021). Além disso, compostos capazes
de restaurar a atividade de Nrf2 demonstraram aumentar a resisténcia dos neurdnios ao estresse
oxidativo e reduzir a neuroinflamagdo (Amoroso; Maccallini; Bellezza, 2023; Culbreth;
Aschner, 2018). Substancias ativadoras dessa via mostraram-se eficazes na redugdo de
marcadores patologicos em modelos animais das Doengas de Alzheimer e de Huntington
(Neymotin et al., 2011). Na Doeng¢a de Parkinson, a ativagdo de Nrf2 também se mostrou
promissora na atenuacao da neuroinflamacao associada a neurodegeneracao (Saha et al., 2022).

Em relagdo aos transtornos neuropsiquidtricos, niveis diminuidos de Nrf2 foram
associados ao aumento da susceptibilidade ao transtorno depressivo maior € ao transtorno
bipolar. Além disso, a desregulacdo dessa via correlaciona-se com maior neuroinflamacio e
reducdo da expressao do BDNF (fator neurotréfico derivado do cérebro), o que esté relacionado

a disfuncdo do humor e a plasticidade sindptica comprometida (Ghanbarirad et al., 2021).
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Figura 4 — Esquema simplificado elucidando mecanismos pelos quais Nrf2 regula processos

pro-inflamatorios.
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Fonte: Adaptado de Zuo et al., 2022 por meio do Biorender e Canvas.

1.3 Processos Mitocondriais

O fator de transcrigdo Nrf2 também participa da regula¢do da fun¢do mitocondrial
(Figura 5). Ele esta envolvido em processos relacionados a resposta ao estresse oxidativo, a
biogénese mitocondrial e a mitofagia — uma forma especifica de autofagia voltada a
degradagdo seletiva de mitocondrias danificadas. O estresse oxidativo é predominantemente
gerado durante a fosforilagdo oxidativa mitocondrial. Assim, como o Nrf2 ativado estimula a
transcri¢do de diversas enzimas antioxidantes, sua a¢do resulta na diminui¢ao dos efeitos das
espécies reativas de oxigénio (ROS), protegendo, consequentemente, a integridade

mitocondrial (Li et al., 2021; MacGarvey et al., 2012).
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Em relagdo a biogénese mitocondrial, a ativagdo do Nrf2 aumenta a expressdo do
coativador 1-alfa do receptor gama ativado por proliferadores de peroxissoma (PGC-1a) (Jiao
et al., 2019; Sun et al., 2021). O PGC-1a ¢ amplamente reconhecido como um regulador
essencial da biogénese e funcdo mitocondriais, atuando como coativador transcricional de
fatores de transcricao, como os fatores respiratorios nucleares (NRF1 e NRF2). Essa interagao
leva a maior expressdo de genes relacionados a biogénese mitocondrial, a fosforilagao oxidativa
e a oxidagdo de acidos graxos (Figura 5) (Chang et al., 2018; Li et al., 2021).

O PGC-1a contribui significativamente para a geragdo de novas mitocondrias e para a
melhoria da fungdo mitocondrial ao promover a transcricdo do DNA mitocondrial (mtDNA) e
de genes nucleares que codificam proteinas mitocondriais (Chang et al., 2018; Li et al., 2021)..
Além disso, ele facilita a adaptagdo metabodlica das células a estimulos externos, como exercicio
fisico e restricdo calorica, o que ¢ essencial para a manutengdo da satde mitocondrial,
especialmente em tecidos com elevada demanda energética, como o cérebro (Tennakoon et al.,
2013).

Estudos indicam uma interacdo funcional entre Nrf2 e PGC-la na promogdo da
biogénese mitocondrial e na defesa antioxidante. A ativacdo de Nrf2 pode levar ao aumento da
expressao de PGC-1a e de seus genes-alvo, resultando em maior massa mitocondrial e melhor
desempenho metabolico sob condigdes de estresse oxidativo (Lai et al., 2024; Li et al., 2021a).
Isso evidencia que o Nrf2 influencia a integridade mitocondrial tanto por meio da regulagao de
genes antioxidantes quanto pela regulagdo positiva de PGC-la. Estudos de
coimunoprecipitagdo demonstraram a intera¢do fisica entre Nrf2 e PGC-la, destacando a
cooperagdo entre esses dois fatores (Sun et al., 2021; Zhang et al., 2018). Em modelos de
neurodegeneragdo e estresse oxidativo, foi observado que a a¢do conjunta de PGC-1a e Nrf2
protege contra a morte celular, promovendo a integridade mitocondrial e reduzindo os niveis
de ROS (Guo et al., 2020; Zhi et al., 2020). Além disso, o Nrf2 também pode influenciar
diretamente a expressdo de genes que codificam componentes da cadeia transportadora de
elétrons (CTE) e da ATP sintase (Holmstrom et al., 2013; Zhang et al., 2023).

O Nrf2 ainda desempenha um papel na regulacdo dos processos de fusdo e fissdo
mitocondriais (Figura 5). A fusdo mitocondrial, na qual duas mitocondrias se unem formando
uma rede maior, ¢ mediada por proteinas como as mitofusinas (Mfnl e Mfn2) e a OPA1
(proteina da atrofia optica 1). Esse processo promove a mistura do conteido mitocondrial, como

enzimas ¢ DNA, o que favorece o metabolismo energético ¢ aumenta a producao de ATP,
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garantindo uma fun¢ao mitocondrial eficiente mesmo sob estresse (Jiang et al., 2022; Kumar et
al., 2016; Yu et al., 2021). A fusdo também permite a troca de metabolitos entre mitocondrias,
contribuindo para a manuten¢do de sua funcionalidade (Dong et al., 2021; Kumar et al., 2016).

Por outro lado, a fissdo mitocondrial, processo pelo qual uma mitocondria se divide em
duas ou mais, ¢ essencial para a eliminagdao de mitocondrias danificadas por meio da mitofagia.
Esse processo ¢ principalmente regulado pela proteina relacionada a dinamina 1 (Drpl) e pela
proteina de fissdo da membrana externa mitocondrial (Fisl) (Byrne et al., 2019; Lan et al.,
2022). A fissdo permite o isolamento de regides mitocondriais comprometidas e sua posterior
degradacdo seletiva. Além disso, facilita o transporte de mitocondrias para regides celulares
com alta demanda energética, otimizando a eficiéncia metabolica (Ma; Dong, 2019).

Nesse contexto, o Nrf2 modula a expressdo e a atividade de proteinas envolvidas na
dindmica mitocondrial (Figura 5). A sua ativa¢ao pode reduzir os niveis de Drp1, o que ajuda a
evitar a fragmentacdo mitocondrial excessiva — condi¢do frequentemente associada a
disfuncdo mitocondrial e a apoptose aumentada (Wang et al., 2022; Zhang et al., 2021). O Nrf2
também regula positivamente a expressao de Mfnl, Mfn2 e OPA1, proteinas essenciais para a
fusdo mitocondrial. Assim, a ativacdo do Nrf2 contribui para o equilibrio entre os processos de
fusdo e fissdo mitocondriais, especialmente sob condi¢des estressoras (Liu et al., 2020; Yang
et al., 2022), sendo esse equilibrio fundamental para a adaptagdo da mitocondria ao estresse
celular (O’Mealey; Berry; Platker, 2016).

De fato, a manuten¢do desse equilibrio ¢ crucial para o funcionamento adequado das
mitocondrias, visto que desequilibrios nos processos de fusdo e fissdo estdo associados a
diversas patologias, como doencas neurodegenerativas, distirbios metabdlicos e
cardiovasculares. Nessas condigdes, a fissdo excessiva tem sido relacionada a fragmentagao
mitocondrial e consequente perda de funcdo (Dong et al., 2021; Trevisan et al., 2018).

Para investigar potenciais efeitos neuroprotetores da colchicina, astrocitos e células
PC12 representam modelos experimentais relevantes, pois mimetizam respostas inflamatorias
e oxidativas do sistema nervoso central. A exposi¢do ao LPS ¢ amplamente empregada para
induzir neuroinflamacao in vitro, promovendo a liberagdo de citocinas, producao de espécies
reativas de oxigénio e disfungdo mitocondrial, condi¢des semelhantes as observadas em

doencas do SNC.
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Figura 5 — Esquema simplificado elucidando mecanismos pelos quais o Nrf2 regula processos

mitocondriais.

Funciao mitocondrial

Drp1
Sirt1 ¥ \ ‘
A ' ---"'-
PGC-ta  PGC-1o
Min1/2 Orfa
*
- PGC-1a \ —— Mitochondrial
PGC-1a ' ( ) biogeness
"
PGC-1a Sirt1 | .

N AT A AT
PEVIR L I

(’_( m

Fonte: Adaptado de Zuo et al., 2022 por meio do Biorender e Canvas.

1.4 Astrocitos

Os astrocitos sdo as principais células gliais do sistema nervoso central (SNC). Entre
suas fungdes destacam-se o suporte estrutural aos neurdnios, a regulacdo da homeostase, da
neurotransmissdo e a participagdo na resposta a lesoes. A desregulacdo de suas funcdes esta
associada a fisiopatologia de diversas condi¢des neurologicas e psiquiatricas, evidenciando sua
importancia. Além disso, essas células respondem a estimulos no SNC, como infeccdes, lesdes
ou processos neurodegenerativos, tornando-se reativas, um fendmeno conhecido como

astrogliose. Nesse estado, os astrécitos podem induzir estresse oxidativo, modificar suas
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propriedades funcionais e liberar citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a e IL-6 (Neal,
Richardson, 2018; Lee et al., 2013).

Os astrocitos também exercem papel essencial na defesa antioxidante cerebral. Eles
fornecem suporte metabolico aos neurdnios sob estresse oxidativo e regulam os niveis de
glutationa (GSH), um dos principais antioxidantes enddgenos (Bell et al., 2011; Narasimhan et
al., 2012). Quando os neuronios sdo expostos ao estresse oxidativo decorrente da
neuroinflamagao, a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) pode exceder a capacidade
antioxidante de astrdcitos e neurdnios, levando a disfuncao celular e apoptose.

Em doencgas neurodegenerativas como Parkinson e Alzheimer, alteracdes nas funcdes
astrociticas contribuem para a progressao da patologia por meio de mecanismos relacionados
ao estresse oxidativo. Niveis elevados de ROS ativam os astrocitos, que passam a liberar
citocinas pro-inflamatérias, intensificando o dano neuronal (Martorana et al., 2019). Evidéncias
sugerem que a disfungdo dos astrdcitos esta associada a perda de conexdes sindpticas e ao
avanco da doenca em modelos de Alzheimer (Kim; Kwon, 2013; Tang et al., 2023).

Os astrécitos também té€m sido implicados em transtornos psiquiatricos, como depressao
e esquizofrenia. Nestes casos, observam-se alteracdes no transporte e metabolismo do
glutamato mediados por essas células. O estresse oxidativo elevado pode prejudicar a funcao
astrocitica, comprometendo a regulagdo dos neurotransmissores € contribuindo para os
distarbios (Reyes et al., 2012). De fato, ha evidéncias de que o estresse oxidativo desregula o
transporte de glutamato, resultando em excitotoxicidade e agravamento dos sintomas
neuropsiquiatricos.

Quando ativados, os astrocitos sofrem alteracdes morfoldgicas e aumentam a expressao
de mediadores inflamatorios (Chabry et al., 2015; Li et al., 2017) A exposicdo ao
lipopolissacarideo (LPS), por exemplo, estimula a liberagao de citocinas como IL-18 ¢ TNF-a,
promovendo uma resposta neuroinflamatéria (Li et al., 2017; Troubat et al., 2020). Esse
ambiente pro-inflamatorio pode prejudicar os neurdnios, induzir disfuncdo sinaptica e
exacerbar a dor, contribuindo para o desenvolvimento de transtornos do humor, como ansiedade
e depressao (Wang; Liu; Jing, 2022).

Estudos demonstram que a liberacdo de IL-1p em resposta a fatores estressores estd
associada ao aumento de comportamentos semelhantes a depressao e a ansiedade em modelos
animais (Chabry et al., 2015; Li et al.,, 2017). Além disso, intervengdes que reduzem a
reatividade astrocitica ou inibem a liberagao de citocinas pro-inflamatérias t€ém potencial para

atenuar a resposta neuroinflamatdria nesses transtornos (Lii et al., 2022).
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As mitocondrias dos astrdcitos ndo apenas produzem ATP, mas também participam da
regulacdo do equilibrio redox e das vias metabolicas essenciais para a fung¢do neuronal (Liang
et al., 2024). A disfuncdo mitocondrial nessas células compromete o suporte metabolico,
podendo intensificar a neurodegeneracdo. Evidéncias indicam que a deplecio do DNA
mitocondrial (mtDNA) em astrocitos leva a ativagdo cronica dessas células, favorecendo o
surgimento precoce de processos neurodegenerativos (Ignatenko et al., 2018; Liang et al.,
2024). Além disso, a disfuncdo mitocondrial astrocitica contribui para o aumento da
neuroinflamagdo, funcionando como fonte de mediadores inflamatdrios e intensificando a

producao de ROS (Borbor et al., 2023; Voloboueva et al., 2007).

1.5 Células PC12 (Feocromocitoma murino)

As células PC12, derivadas do feocromocitoma de rato, foram estabelecidas em 1970 e,
desde entdo, sdo amplamente estudadas como modelo em neurobiologia devido a sua
responsividade ao Fator de Crescimento Neuronal (NGF), o que lhes confere caracteristicas
neuronais, como sintese de neurotransmissores e crescimento de neuritos. As PC12 possuem
excitabilidade elétrica semelhante a dos neurdnios, além de expressarem marcadores neuronais;
portanto, por simularem o comportamento neuronal, podem ser empregadas para estudar
neurotoxicidade, neuroinflamacdo e outras vias que influenciam a viabilidade neuronal
(Schinzel et al., 2005).

No contexto das doengas neurodegenerativas, as células PC12 sdao utilizadas para
investigar os efeitos de agentes neurotdxicos. Por exemplo, para mimetizar a patofisiologia da
Doenga de Parkinson, a exposi¢do das PC12 a 6-Hidroxidopamina (6-OHDA) provoca estresse
oxidativo e morte celular subsequente (Zhong et al., 2015). De forma similar, apos toxicidade
induzida por AP, as células PC12 refletem processos envolvidos na doenca de Alzheimer,
incluindo estresse oxidativo e disfun¢do mitocondrial (Xie et al., 2023)

Além disso, as células PC12 sdo importantes para investigar transtornos psiquiatricos,
dado o forte vinculo entre neuroinflamacao, estresse oxidativo e condigdes como depressao e
ansiedade. Niveis elevados de citocinas pro-inflamatorias em modelos animais e pacientes com
esses transtornos podem induzir apoptose em células neuronais. Nesse contexto, as PC12
podem ser usadas para investigar esses efeitos em ambiente controlado (Petsouki et al., 2023).
Evidéncias indicam que mediadores inflamatérios e estresse oxidativo influenciam a
disponibilidade de neurotransmissores e a neuroplasticidade nas PC12, simulando problemas

observados na depressao (Cheng et al., 2019). Por exemplo, células PC12 expostas a citocinas



27

pro-inflamatdrias apresentaram alteragdo no funcionamento do glutamato (Magdaleno;
Gonzilez, 2024).

A disfun¢do mitocondrial também participa de diversos transtornos neurodegenerativos,
como doencga de Parkinson, doenca de Alzheimer e doenga de Huntington. Nesse contexto, ela
provoca aumento da producao de espécies reativas de oxigénio (ROS), reducdo da sintese de
ATP e morte neuronal subsequente (Kansakar et al., 2025; PaB et al., 2021). Estudos com
modelos neuronais, incluindo PC12, mostraram que a exposi¢do a agentes neurotoxicos, como
1-metil-4-fenilpiridinio (MPP+) e AP, resulta em disfun¢do mitocondrial que contribui para
apoptose e neurodegeneragdo (Motori et al., 2020; PaB et al., 2021).

Além disso, alteragdes mitocondriais influenciam a gravidade e manifestagdo da
ansiedade e depressdo. Por exemplo, em modelo animal de estresse cronico, o
comprometimento mitocondrial no hipocampo foi relacionado ao aumento da suscetibilidade a
comportamentos ansiosos e depressivos (Tang et al., 2019). A terapia eletroconvulsiva (ECT),
empregada em casos de depressdo severa, foi capaz de restaurar o metabolismo energético

mitocondrial, destacando a importancia da fungdo mitocondrial nesses transtornos (Du et al.,
2025).

1.6 Lipopolissacarideo — LPS

Diversos modelos in vitro para investigar mecanismos associados a transtornos
psiquiatricos e neurodegenerativos utilizam o lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS). Este
composto integra a membrana externa de bactérias Gram-negativas, ¢ altamente imunogénico
e ativa receptores de reconhecimento de patdogenos, especialmente o Toll-like receptor 4 (TLR4)
(Gowing et al., 2019).

O LPS ¢ capaz de induzir estresse oxidativo em diferentes tipos celulares, incluindo
células PC12 e astrocitos. Em células PC12, a exposicdo ao LPS desencadeia uma cascata de
eventos celulares que culmina em estresse oxidativo. Esse processo ocorre, em parte, pela
ativacado do TLR4, que promove a ativagdo de vias de sinalizacdo pré-inflamatorias e a
subsequente producao de espécies reativas de oxigénio (ROS). As ROS, por sua vez, danificam
lipidios, proteinas € DNA, podendo levar a morte celular caso o estresse exceda a capacidade
antioxidante da célula (Li; Zhang; Wang, 2020).

Nos astrécitos, o LPS também induz estresse oxidativo e uma resposta inflamatoria
robusta. Embora geralmente mais resistentes ao estresse oxidativo em comparagdo a outros

tipos celulares, os astrocitos tornam-se altamente reativos em ambientes pro-inflamatdrios, um
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fendmeno conhecido como astrogliose. Nesse contexto, o LPS induz a producdo de citocinas
pro-inflamatdrias e de ROS, incluindo 6xido nitrico (NO) (Xian et al., 2019). A ativagdo cronica
dos astrécitos por LPS contribui para um estado de estresse oxidativo persistente, com potencial
para dano neuronal (Loureiro et al., 2012).

Evidéncias indicam que os astrocitos sao capazes de produzir quantidades significativas

de citocinas pro-inflamatorias. A ativagdo do TLR4 por LPS estimula vias de sinaliza¢do
inflamatorias, especialmente a da proteina quinase ativada por mitogeno p38 (MAPK) e a do
fator nuclear kappa B (NF-kB), levando a libera¢do de citocinas como o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), interleucina-6 (IL-6) e interleucina-1 beta (IL-1B), exacerbando a
neuroinflamagdo (Guerra etal., 2011; Lu etal., 2010; Sun et al., 2025). Nesse cendrio, as células
PCI12 constituem um modelo relevante para investigar os efeitos neurotoxicos dessas citocinas.
Estudos demonstram que a exposicdo de células PC12 ao TNF-a induz apoptose e reduz a
proliferacdo celular, reforcando a associacdo entre mediadores inflamatorios derivados de
astrocitos e a viabilidade neuronal (Chistyakov et al., 2014). Além disso, as células PC12
também produzem citocinas pré-inflamatérias em resposta ao LPS. A ativagdo via TLR4
promove a liberagdo de TNF-a e IL-6, além de induzir apoptose neuronal (Xie et al., 2018;
Zhong et al., 2015).
A ativagdo de vias inflamatorias em astrocitos expostos ao LPS pode levar a apoptose, o que
intensifica o ambiente inflamatdério no sistema nervoso central (SNC). Esse processo pode
resultar na liberagcdo de fatores toxicos que afetam neurdnios vizinhos (Sun et al., 2016). De
fato, estudos mostram que a producao de NO e citocinas como TNF-a e IL-1P por astrocitos
ativados estd associada a apoptose em células PC12 (Huang et al., 2025).Essas células também
podem entrar em vias apoptdticas diretamente apos a exposicdo ao LPS, principalmente por
mecanismos mediados por ROS (Huang et al., 2025).. Adicionalmente, o LPS ativa a proteina
quinase II dependente de calcio/calmodulina (CaMKII) em células PC12, promovendo a sua
apoptose (Chen et al., 2013).

Em contextos de inflamac¢do intensa, como a provocada pelo LPS, os astrocitos podem
apresentar tumescéncia devido ao aumento da captacao mitocondrial de Ca?", relacionado a
desregulagdo do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial (mPTP), e alteracdes no
equilibrio i6nico celular. Esse tumescéncia contribui para o edema cerebral e compromete a
satde neuronal (Jayakumar et al., 2012). Ha evidéncias de que a tumescéncia astrocitario esta
associado a disfun¢do mitocondrial e subsequente morte neuronal (Lei et al., 2024).

As células PC12 também sofrem altera¢des mitocondriais sob estimulos inflamatorios.

A exposicdo ao LPS induz disfun¢do mitocondrial, caracterizada por despolarizacdo do



29

potencial de membrana e tumescéncia mitocondrial (Kwan et al., 2020; Zhang et al., 2021).
Essa disfuncdo prejudica a producdo de ATP e eleva a geragdo de ROS, contribuindo para a

inducdo da apoptose neuronal (Zhang et al., 2021).

1.7 Colchicina

A colchicina ¢ um alcaloide natural derivado principalmente de espécies vegetais
pertencentes a familia Colchicaceae. O Colchicum autumnale (Figura 6), popularmente
conhecido como agafrdo-do-outono ou acafrdo-dos-prados, ¢ a fonte mais conhecida de
colchicina, sendo a principal planta a partir da qual essa substancia foi isolada para uso
terapéutico (Elsewedy et al., 2021; Manzoor et al., 2018). Diversas partes da planta contém
colchicina, porém ela se encontra predominantemente em seus cormos, € €m menor grau nas
folhas e sementes (Cankaya; Bulduk; Colak, 2019; Falahianshafiei et al., 2023).

Outra fonte significativa de colchicina ¢ a Gloriosa superba (Figura 7) conhecida como
lirio-de-chama, uma planta reconhecida por suas propriedades ornamentais ¢ medicinais.
Evidéncias apontam que suas raizes e tubérculos possuem quantidades expressivas de
colchicina, despertando interesse por seus potenciais aplicagdes terapéuticas (Pandey et al.,

2014; Rahmawati et al., 2018).

Figura 6 - Colchicum autumnale L. (Agafrao-do-outono).

Legenda: Imagem representativa do Agafr¢ao-do-outono, planta pertencente a familia Colchicaceae que contém
quantidade significativa de colchicina em seus cormoscom. Imagem adaptada de Native Plant Trust — Go Botany.

Diponivel em https://gobotany.nativeplanttrust.org/species/colchicum.
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Figura 7 - Gloriosa superba (Lirio-de-chama).

Legenda: Imagem representativa do Lirio-de-chama, planta ornamental e medicinal com concentragao
significativa de colchicina em suas raizes e tubérculos, pertencente a familia Colchicaceae. Imagem adaptada de
Wisconsin Horticulture - University of Wisconsin-Madison. Disponivel em
https://hort.extension.wisc.edu/articles/gloriosa-lily-gloriosa-superba/.

O uso terapéutico da colchicina teve inicio na Antiguidade, principalmente para o
tratamento da gota. E atribuido aos gregos antigos o primeiro uso documentado dessa substancia
com essa finalidade, destacando-se Hipdcrates, que defendia seu uso em doengas inflamatorias
por volta de 400 a.C. A planta Colchicum autumnale, da qual a colchicina € extraida, ¢ utilizada
na medicina popular ha séculos, especialmente na Europa, onde suas propriedades anti-
inflamatoérias sdo reconhecidas (Leung; Yao Hui; Kraus, 2015).

Atualmente, ha outras indicagdes clinicas além da gota. A colchicina é empregada na
febre familiar do Mediterraneo, uma doenca inflamatoria hereditaria caracterizada por serosite
e febre recorrente, na qual é considerada tratamento de primeira linha. Seu uso contribui para o
controle dos sintomas e prevencao da amiloidose, uma complicagdo grave da doenga (Dasgeb
et al., 2018).A colchicina também ¢ utilizada no tratamento da pericardite aguda e recorrente.
Suas propriedades anti-inflamatérias auxiliam na reducdo da inflamacdo cardiaca, aliviando
sintomas e prevenindo complicacdes. Ensaios clinicos demonstram que a colchicina reduz
significativamente as taxas de recorréncia da pericardite (Lavanya; Sathyamurthy, 2023;
Roubille et al., 2013; Yan; Tan, 2017).

Evidéncias sustentam o uso da colchicina na prevencao da ocorréncia ou recorréncia de

fibrilacdo atrial, especialmente apds cirurgias cardiacas ou ablagdes. Seu efeito anti-
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inflamatorio reduz a carga inflamatéria envolvida no desenvolvimento da fibrilagdo atrial
(Lavanya; Sathyamurthy, 2023). Além disso, a colchicina tem sido estudada no contexto da
doenga arterial coronariana, demonstrando redu¢ao de eventos cardiovasculares e inflamagao
associada a aterosclerose (Li et al., 2021b). Ensaios clinicos randomizados apontam que baixas
doses de colchicina podem reduzir eventos adversos graves (D’Amario et al., 2021).

Devido as suas propriedades anti-inflamatorias, investigou-se seu uso no tratamento da
COVID-19, com o objetivo de atenuar a resposta inflamatdria exacerbada (tempestade de
citocinas) observada nos casos graves. Ensaios clinicos indicam que a colchicina pode reduzir
a mortalidade e hospitaliza¢des associadas a COVID-19 (Lebedev et al., 2021). Em sintese, a
colchicina é empregada em diversos contextos clinicos devido as suas propriedades anti-
inflamatorias, extrapolando sua indicacdo inicial para gota.

Seu efeito anti-inflamatério decorre de diversos mecanismos interligados. Inicialmente,
ela promove a desestabilizagdo da rede microtubular ao se ligar a tubulina, componente proteico
essencial dos microtibulos. Essa ligacdo impede a polimerizacao da tubulina, desestabilizando
os microtubulos. Como consequéncia, processos celulares como transporte intracelular,
manuten¢do da morfologia e mitose sdo prejudicados (Figura 9) (Weng et al., 2021).

Em células imunes, como neutréfilos e macrofagos, essa desestabilizagdo compromete
funcdes essenciais a resposta inflamatoria, como adesdo celular, migracdo e fagocitose
(Deftereos et al., 2013; Zhang et al., 2022a). A colchicina inibe o rolamento ¢ a adesao dos
neutrofilos ao endotélio, além de reduzir sua migragdo em direcdo a estimulos inflamatorios.
Essa modulacao ¢ importante para evitar danos teciduais excessivos durante a inflamagao
(Angelidis et al., 2018; Fine et al., 2020)

Adicionalmente, a colchicina inibe o inflamassoma NLRP3, componente chave da
imunidade inata responsavel pela ativagdo e liberagdo de citocinas pré-inflamatdrias,
especialmente a IL-1P. Dessa forma, a colchicina reduz a producdo dessa citocina ao inibir a
ativacdo e montagem do inflamassoma (Eliseev et al., 2024; Mondeshki; Mitev, 2024). A
colchicina também reduz a liberagao de outras citocinas pro-inflamatérias por meio da inibigao
da via de sinalizacdo do fator de transcrigdo NF-kB, o qual regula a expressdo de diversos
mediadores inflamatérios (Angelidis et al., 2018; Zhang et al., 2022a).

Embora inicialmente se acreditasse que esses efeitos ocorriam diretamente nas células
imunes, estudos indicam que as concentragdes plasmaticas obtidas apds administra¢do de doses
seguras sao insuficientes para tal efeito direto (Eliseev et al., 2024). Evidéncias sugerem que a
colchicina atua indiretamente via hepatocitos. Nesses, promove a desestabilizacdo dos

microtubulos, o que, em baixas concentracdes, ¢ tolerado. Esse efeito ativa uma autofagia
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seletiva dependente de SQSTM1/p62, resultando na degradacdo do Keapl, principal inibidor
do Nrf2. Com a degradacdo de Keapl, o Nrf2 ¢ ativado, regulando processos relacionados ao

estresse oxidativo, inflamagdo e fun¢do mitocondrial (Figura 9) (Weng et al., 2021).

Figura 8 — Mecanismo de acdo da colchicina — ativacdo indireta de Nrf2 devido a

desestabilizacao de microtubulos.
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A desestabilizacdo dos microtibulos desencadeada pela colchicina ativa o Nrf2 via degradagdo de Keapl,
induzindo GDF15, que inibe a ativagdo de células mieloides por meio da SHP-1 (Weng et al., 2021).

O Nrf2 ativado estimula a producdo do fator de crescimento GDF15, que atua nas
c¢lulas mieloides. A ativacdo dessas células pode ser modulada por receptores de superficie que
sinalizam para a proteina tirosina fosfatase SHP-1. O GDF15, induzido pela colchicina, regula
positivamente a SHP-1, inibindo a ativacdo das células mieloides (Weng et al., 2021).

Além dos hepatdcitos, células do sistema nervoso central (SNC), como microglias,
astrécitos e neuronios, também expressam Nrf2, em niveis mais elevados nas microglias e
astrocitos, € menores nos neurdnios. A expressao de Keapl, supressor do Nrf2, é semelhante
entre essas células (Heurtaux et al., 2022).

Estudos demonstram que a colchicina atravessa a barreira hematoencefalica (BBB) e
atinge o SNC, especialmente o hipocampo (Evrard et al., 1998), embora em quantidades
reduzidas devido a acdo da glicoproteina-P (Avdeef et al., 2001; Chishty et al., 2001; Matheny
et al., 2001; Saleh et al., 2023). Por meio de microdidlise, Evrard et al., (1998) mostraram que,
apos quatro horas de administragdo intravenosa de colchicina, sua concentra¢do no liquido

extracelular hipocampal (ECF) correspondia a 14% da concentracdo plasmadtica, e no espaco



33

intracelular hipocampal (EIH) era dez vezes maior que no ECF. Além disso, a concentragdo de
colchicina no hipocampo era 2,8 vezes maior do que em outras areas cerebrais.

Diante dessas evidéncias, considerando que a colchicina ativa o Nrf2 via
desestabilizagdo dos microtiibulos, que ela atravessa a BBB, e que microglias, astrocitos e
neurdnios expressam Nrf2 e Keapl, o objetivo deste trabalho foi verificar se concentragdes
baixas e ndo toxicas de colchicina, um ativador de Nrf2 em hepatdcitos, poderiam promover
efeitos antioxidante e anti-inflamatorio, regular a atividade e estrutura mitocondrial, bem como
os processos de apoptose e morte celular em células do sistema nervoso central, como astrocitos

e células PC12.
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2 JUSTIFICATIVA

A elevada prevaléncia dos transtornos psiquiatricos, como ansiedade e depressdo,
representa um sério problema de satude publica, impactando significativamente a qualidade de
vida dos individuos acometidos. Apesar da ampla disponibilidade de medicamentos, uma
proporcdo expressiva de pacientes permanece refratdria as terapias convencionais,
demonstrando resposta clinica insatisfatoria (Eskandari et al., 2025). Paralelamente, doengas
neurodegenerativas como Alzheimer (DA), Parkinson (DP) e Huntington (DH) envolvem
mecanismos fisiopatologicos complexos, sendo que até o momento ndo existem terapias
eficazes capazes de modificar o curso dessas doengas (Eskandari et al., 2025; Kakoti;
Bezbaruah; Ahmed, 2022).

Nesse contexto, a busca por alternativas terapéuticas mais eficazes e acessiveis torna-se
urgente. A descoberta e desenvolvimento de novas moléculas, embora desejaveis, ¢ um
processo demorado, oneroso e frequentemente associado a elevadas taxas de insucesso. Assim,
o reposicionamento de farmacos desponta como uma estratégia promissora, pois utiliza
compostos com perfil de segurancga ja estabelecido, reduzindo o tempo e o custo necessarios
para sua aplicagdo clinica (Bassi et al., 2024; Bhat et al., 2021; Zheng et al., 2025).

Tanto os transtornos psiquiatricos quanto os neurodegenerativos compartilham
alteragdes fisiopatologicas relevantes, como estresse oxidativo, inflamagdo, disfuncao
mitocondrial e morte celular. Dessa forma, firmacos capazes de atuar simultaneamente sobre
esses processos tornam-se particularmente atraentes como candidatos terapéuticos. O fator de
transcrigdo Nrf2 ¢ um regulador chave dessas vias, promovendo a expressdo de enzimas
antioxidantes, controlando a inflamagao e preservando a fun¢do mitocondrial.

A colchicina, tradicionalmente utilizada no tratamento da gota e de doencas
inflamatérias como a febre familiar do Mediterraneo e a pericardite recorrente, tem
demonstrado potencial para modular essas vias por meio da ativacao indireta do Nrf2. Estudos
indicam que, mesmo em baixas concentragdes, a colchicina promove a desestabilizacdo dos
microtibulos e a subsequente degradacdo de Keapl, o que leva a ativagdo do Nrf2 e a
transcricdo de genes citoprotetores. Embora esses efeitos tenham sido descritos principalmente
em hepatdcitos, ha evidéncias de que a colchicina atravessa a barreira hematoencefalica e atinge
o sistema nervoso central (Evrard et al., 1998; Avdeef et al., 2001; Shin et al., 2019),

justificando a investigacdo de seus efeitos em células como astrocitos e neuronios.
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Considerando que astrocitos e células PC12 sao modelos amplamente utilizados para o
estudo da neuroinflamagdo e do estresse oxidativo, especialmente quando estimulados com
lipopolissacarideo (LPS), torna-se relevante avaliar se a colchicina poderia modular tais
processos nesses tipos celulares. Essa abordagem permite compreender se os efeitos ja relatados
em outros tecidos se reproduzem no sistema nervoso, contribuindo para a elucidagdo de
possiveis novas aplicacdes terapéuticas da colchicina no contexto de doencas neurolégicas.

Dessa forma, torna-se relevante investigar se a colchicina, em baixas concentra¢des nao
toxicas, pode modular respostas oxidativas, inflamatorias e mitocondriais em astrocitos e

células PC12 expostas ao LPS, contribuindo para a validagao do seu potencial neuroprotetor.
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3 OBIJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar o potencial da colchicina em reverter alteragdes moleculares — estresse
oxidativo, liberacdo de citocinas pré-inflamatdrias e disfungdo mitocondrial; induzidas por
lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli O55:B5 em linhagens de astrocitos e PC12

(Feocromocitoma).

3.2 Objetivos especificos

e Determinar concentracdes ndo toxicas de colchicina em linhagens celulares de
astrocitos e PC12;

e Avaliar o potencial da colchicina na modulagdio do estresse oxidativo em meio
condicionado (extracelular) utilizando as linhagens celulares astrocitos e PC12;

e Avaliar o potencial da colchicina na modulagdo do estresse oxidativo citoplasmatico nas
linhagens celulares de astrécitos e PC12;

e Avaliar a capacidade da colchicina em modular o potencial transmembranico
mitocondrial nas linhagens de astrécitos e PC12;

e Avaliar o potencial da colchicina em modular os niveis de citocinas pro-inflamatorias
TNF-a, IL-6 e IL-1p em homogenato celular e meio condicionado nas linhagens de
astrocitos e PC12;

e Analisar o efeito da colchicina sobre a tumescéncia mitocondrial em astrocitos e células

PCI12
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4 METODOLOGIA

4.1 Ensaios in vitro

4.1.1 Linhagens celulares

As linhagens celulares utilizadas para os testes foram células murinas de PC12
(feocromocitoma) (Rio de Janeiro, RJ, BRA) e astrécitos doados pela Universidade de Sao

Paulo-UNIFESP). Ambas as linhagens sdo células imortalizadas.

4.1.2 Manutencdo das linhagens celulares

As linhagens celulares foram cultivadas em garrafas de cultura de células. Foram
empregados frascos de cultura de dois tamanhos, uma delas com 25 cm? por 50 mL de volume,
uma outra com 75 cm? por 250 mL de volume. O meio de cultura usado para as duas linhagens
celulares foi Dulbeco s Modified eagle Medium (DMEM- ThermoFisher®) suplementado a 10%
com Soro Fetal Bovino (SBF) (SFB, Gibco®). A manutenc¢ao e plaqueamento das células foram
realizados em utilizando uma camara de fluxo laminar vertical (Laminar Flow Cabinet -
ESCO®). As culturas celulares foram incubadas a 37 °C, em atmosfera controlada com 5% de
COz, em incubadora de CO> (MOC-18ACL-PA - Panasonic Healthcare Corporation of North
America®). O crescimento das linhagens era acompanhado diariamente por microscépio (Nikon
Eclipse ti — Spectrum Bio Engenharia Médica Hospitalar Ltda), de forma que a manutengao era
feita sempre que a confluéncia das células fosse de aproximadamente 70%.

Para a manutencao das células aderentes, o meio de cultura da garrafa era retirado, o
fundo e as laterais da garrafa eram lavados com Phosphate Buffer Solution (PBS) estéril (3 mL:
Garrafa de 25 cm?; 5 mL: Garrafa de 75cm?) para remogdo de restos celulares e excesso de
SBF. Depois disso, o PBS era descartado e a tripsina-EDTA 0,5% (Gibco®) 1X (0,5 mL: Garrafa
de 25 cm?; 1 mL: Garrafa de 75 cm?) era adicionada com a finalidade de desprender as células
que estavam aderidas. Apds periodo de incubagdo com a tripsina, ela era inativada por meio da
adi¢do de meio de cultura suplementado com SBF. Nesse sentido, parte das células eram
removidas, sendo a outra parte mantida na garrafa e sendo adicionada de meio de cultura para

manter o cultivo.
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4.1.3 Avaliacdo da viabilidade celular

4.1.3.1 Principio do teste de MITT (3-(4,5-dimetil-2-tiazol) -2,5-difenil-2-H-brometo de

tetrazolium)

Trata-se de um teste que mede a viabilidade celular por meio da atividade metabdlica
de uma célula saudavel. Nesse ensaio, as células tratadas foram expostas a um corante ((3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide — MTT) que tem inicialmente uma cor
amarela. Por meio da atividade mitocondrial, as células vidveis sdo capazes de reduzir o MTT
aformazan, um composto insoluvel de coloracdo roxa. Para quantificacdo, o formazan ¢
posteriormente dissolvido com o uso de uma substancia adequada, como o dimetilsulféxido
(DMSO). Apos solubilizagao, os valores de absorbancia sao medidos em leitor de microplacas.
Dessa forma, a viabilidade celular ¢ avaliada de forma indireta, com base nos valores de
absorbancia obtidos, que refletem a atividade metabolica das células viaveis responsaveis pela

formagdo de formazan (Mosmann, 1983).

4.1.3.2 Procedimento Experimental

Apo6s o processo de suspensdo das células, estas foram distribuidas em placas de 96
pogos e incubadas por 24h a 37 °C e em atmosfera contendo 5% de CO», de forma a ter no pogo
uma concentragio de células de 1 x 10° células/mL. Depois o periodo de incubagio, as células
foram expostas diluicdo seriada em fator 2 da colchicina (10 — 0,039 uM) (Bettiol et al., 2021;
Pappritz et al., 2022), sendo cada concentragdo considerada um grupo experimental distinto.

Em seguida, as placas foram centrifugadas a 2800 rpm, 25 °C por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e os pocgos, contendo as células aderidas, foram lavados duas vezes
com PBS nao estéril. Logo ap0s, adicionando-se a solu¢ao de MTT a 0,25 mg/mL, e as placas
foram incubadas por mais 3 horas nas mesmas condi¢des anteriores. Apds esse periodo,
realizou-se nova centrifugagdo (2800 rpm, 25 °C, por 5 minutos), o sobrenadante foi descartado
e DMSO puro foi adicionado para solubilizacdo dos cristais de formazan.

As placas permaneceram sob agitacdo por 30 minutos, e entdo foi realizada a leitura da
absorbancia a 562 nm utilizando o leitor Biotek Eon. A viabilidade celular foi calculada com

base nos valores de absorbancia obtidos (Figura 9) (Mosmann, 1983).
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Figura 9 - Esquema simplificado do ensaio do MTT para determinar concentragdes nao toxicas

de colchicina que foram empregadas em ensaios posteriores.

Analise - Confluéncia celular Contagem de células viaveis MTT - Adigao
Adigao - Azul de tripan Plaqueamento Incubagio (3h)
A Incubagao (24h) Leitura (562 nm)

»
o«

/
l

Incubagao

10° Cé 8800«
10 uL : Azul de tripan Ix10° Células por pogo . 2835353

90 uL : Células J’ ormazan .,

. Colchicina
- | s (0,312; 0,156 e

I | i 0,078 uM)

Incubagao :
' [ Para ensaios
| i posteriores

Esquema simplificado do ensaio do MTT para determinar concentragdes ndo toxicas de colchicina que foram
empregadas em ensaios posteriores. Elaborado pelo proprio autor por meio do Biorender e Canva.

4.1.3.3 Analise dos dados

Os dados foram analisados com o GraphPad Prism 10.1.0 Os valores foram
normalizados, de forma que a média das absorbancias do grupo controle foi considerada como
100%. Além disso, a porcentagem de inibi¢do foi determinada para as diferentes
concentracdes/grupos de colchicina, a partir dos valores de absorbancia obtidos, utilizando
como base os valores do grupo controle. Com isso, foi visualizada a Concentrag¢do Inibitoria
Meédia (CI50) com os seus respectivos intervalos de confianga (IC 95%) por regressdo ndo

linear. Além do mais, foi possivel visualizar quais concentragdes de colchicina ndo alteraram
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de forma significativa a viabilidade celular, comparando os percentuais de inibigdo do grupo

controle com os percentuais de inibi¢do dos demais grupos.

4.1.4 Plaqueamento, exposi¢io a LPS e tratamento com Colchicina

4.1.4.1 Plaqueamento

O protocolo de plaqueamento, exposi¢do ao LPS e a Colchicina foi adaptado a partir de
estudos prévios do presente grupo de pesquisa (Capibaribe, 2024; Reboucas, 2024) (Figura 11).
Para o plaqueamento, considerou-se o protocolo de manutencao de células aderidas (item 3.2.2)
e realizou-se o teste de viabilidade por azul de tripan, no qual foram retirados 90 pL da
suspensao de células obtidas, para receberem 10 puL do azul de tripan, o qual permite diferenciar
célula viavel (Brilhosa e transparente) de uma célula nao-viavel (Coloragao azul), de forma que
somente as viaveis eram contadas na camara de Neubauer. Assim, a concentragao de células da
suspensao de células era calculada, para em seguida serem colocadas em placa de 24 pogos,
com cada poco tendo uma concentracdo 5x10* de células/mL. Em seguida, as placas foram
incubadas por 24h a 37 °C, com 5% de COs,.

Ap6s esse periodo de 24h de incubagdo, era adicionado LPS aos respectivos pocos, de
forma que, apo6s adigdo, fosse atingida uma concentragdo de 50 pg/mL de LPS no poco.
Preparava-se uma solucgdo estoque de LPS 1 mg/mL com PBS estéril, a partir da qual adicionava
a placa de 24 pogos. Com o término da adicdo de LPS, a placa era homogeneizada
cuidadosamente 20x, para que em seguida fosse colocada na incubadora, onde permanecia por
mais 24h até o tratamento com a colchicina.

Decorridas as 24h de exposi¢ao ao LPS, as células foram tratadas com a colchicina, nas
concentragdes finais de 0,31, 0,17, 0,08 uM, considerando cada concentragdo como um grupo
experimental distinto. Para a preparacdo da solu¢do de colchicina, utilizou-se a formulagao
comercial Colchis® 0,5 mg, um comprimido foi triturado e o pd resultante foi dissolvido em
10 mL de DMSO, formando uma solu¢do amarelada. Esta solu¢do era posteriormente filtrada
utilizando filtro de seringa com membrana de 0,22 pm. O filtrado era entao diluido e adicionado
aos respectivos pocos da placa. Apdés a adicdo, a placa era novamente homogeneizada
cuidadosamente 20 vezes e incubada por mais 24 horas.

Finalizado esse periodo, eram realizados os procedimentos experimentais (Figura 10).
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Figura 10 - Fluxograma do processo de Plaqueamento, exposicdo a LPS e tratamento com

colchicina.
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Fonte: Fluxograma do processo de Plaqueamento, exposi¢do a LPS e tratamento com colchicina. Elaborado pelo
proprio autor por meio do Biorender e Canva (2025).

4.1.5 Avaliacdo da producao de Nitrito/Nitrato (NO:") em meio condicionado

4.1.5.1 Principio do Teste

Foi utilizado o método de Griess para a determinag¢do dos niveis de nitrito e nitrato
(NO2"). O nitrato (NOs") presente na amostra € inicialmente reduzido a nitrito (NO2") por meio
de um agente redutor, como cloreto de vanadio (III), zinco metalico ou enzimas contendo nitrato
redutase (Pai et al., 2021; Wang et al., 2016). Na presenca de NO:", adiciona-se o reagente de
Griess, composto por sulfanilamida e N-(1-naftil)etilenodiamina (NED). Em meio &cido, o
nitrito reage com a sulfanilamida formando um sal de diazénio, que, por sua vez, acopla-se ao
NED, originando um corante azo de coloracdo intensa (Catini et al., 2022; Spryn; Sabadashka;
Sybirna, 2021) et al., 2022). A intensidade da cor gerada ¢ proporcional a concentracao de NO2~
na amostra, sendo esta quantificada por espectrofotometria na faixa de comprimento de onda

entre 540 e 548 nm (Giovannoni et al., 1997; Sun et al., 2003).
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4.1.5.2 Procedimento Experimental

A amostra utilizada foi o meio condicionado, ap6s plaqueamento e exposicao a LPS (1*
Momento - LPS 24 h) e a Colchicina (2* Momento - 24h LPS + 24h Col) (Figura 12). Para esse
experimento, foi empregado o reagente de Griess, que consiste em Acido fosforico 5%,
Sulfanilamida 1% em acido fosforico 5%, Need (N-1-Naphtylethylenediamina) 0,1% e adgua
destilada, todos na propor¢do de 1 para 1, preparado no momento de uso da solugdo. Para os
padroes, foram pesados 35 mg de NaNO,, dissolvendo-o em 50 mL de agua Millig. A partir
dessa solucado, foi feita uma diluicdo em 50x para obter o primeiro ponto da curva padrido de
NaNOy, sendo os demais pontos obtidos por dilui¢do seriada (1:2) (NaNOz: 2-0,001953 uM),
preparados em microtubos (Eppendorf®) e utilizando meio de cultura ndo estéril como
solvente. O Branco consistiu em meio de cultura ndo-estéril, formando o 12° da curva-padrdo.
Foi adicionado 50 pL dos padrdes, branco e da amostra, nesta ordem, a uma placa de 96 pogos.
Depois, 50 pL do reagente de Griess foi adicionado aos respectivos pogos, sendo a placa
incubada a temperatura ambiente por 15 minutos. Ao término, foi feita a leitura em um leitor

de microplaca (BioTek Eon) a 540 nm (Green et al., 1982).

4.1.5.3 Analise dos dados

Com os valores de absorbancia obtidos na leitura dos padrodes, cujas concentragcdes eram
conhecidas, foi plotada uma curva padrao em um grafico de eixo XY, no qual os valores de
absorbancia dos padrdes e das amostras ficaram no eixo y, enquanto a concentragdo do analito
ficou no eixo x. Dessa forma, sabendo-se a concentracdo e o respectivo valor de absorbancia
do padrao, foi determinada a equagdo da reta desse grafico XY. Em seguida, utilizando os
valores de absorbancia da amostra e a equacao da reta, os niveis de (NO2") das amostras foram
calcados. Esses ultimos valores foram colocados no GraphPad Prism 10.1.0 para andlise

estatistica e elaboracdo dos graficos.
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Figura 11 - Fluxograma acerca da execucdo do ensaio de avaliacdo dos niveis de nitrito em

meio condicionado de astrocitos e células PC12.
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Fonte: Criado pelo proprio autor por meio do Biorender e Canvas (2025).

4.1.6 Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) citoplasmadticas

4.1.6.1 Principio do teste

Baseia-se na deteccao de ROS por meio da conversdo de um composto ndo fluorescente,
o diacetato de diclorodi-hidrofluoresceina (DCFH-DA), em um derivado fluorescente, a
diclorofluoresceina (DCF), na presenga de ROS. DCFH-DA ¢ permeédvel as células,
difundindo-se para o interior das células com facilidade. Apds isso, as esterases celulares clivam
os grupos diacetato, convertendo-os em DCFH, todavia ndo fluorescente. A presenca de ROS
em condig¢des de estresse oxidativo, como (H20:) ou superdxido (O2"), oxidam DCFH em DCEF,
acarretando emissdao de fluorescéncia verde (De Haan et al., 2022; Reiniers et al., 2021). A
oxidagdo ocorre principalmente por conta de estimulos externos que provocam estresse
oxidativo ou por ROS geradas a processos metabdlicos intracelulares (Gonzalez et al., 2020).
Essa conversdao de DCFH em DCF permite quantificar o estresse oxidativo através da analise,
em citometria de fluxo, da intensidade de fluorescéncia emitida. Células com aumento de

estresse oxidativo possuem niveis altos de fluorescéncia, ao passo que células com baixo nivel
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de estresse oxidativo possuem baixo nivel de fluorescéncia (Karlsson et al., 2010; Wan et al.,

2005).

4.1.6.2 Procedimento Experimental

A incorporacao de DCFH-DA foi feita em ambiente estéril. Para isso, foi preparada uma
solucdo de DCFH-DA em DMSO 1 mg/mL, a partir da qual adicionou-se 10 pL aos respectivos
pocos. Isso foi realizado 3h apds o término da exposi¢do das células a colchicina. Em seguida,
a placa foi incubada. Além disso, foi esperado 24h ap6s término de exposicdo da colchicina
para comegar a leitura. O procedimento foi feito em ambiente ndo-estéril. Foi separado um
microtubo de centrifugagdo (Eppendorf®) para cada poco da placa utilizado no experimento.
Cada pogo teve o seu meio de cultura removido e seu fundo lavado 3x com PBS nao-estéril.
Em cada etapa dessa, o contetido era transferido para o respectivo microtubo. Em seguida, era
adicionado de tripsina-EDTA 0,5% (Gibco®) 1X, incubando-se por 5 minutos a 37 °C e
inativando-se com o meio de cultura do proprio pogo coletado anteriormente, devolvendo-se o
material ao microtubo. Logo apds, os tubos foram centrifugados a 2800 rpm, 25 °C por 5
minutos, descartando-se o sobrenadante. PBS nao-estéril foi adicionado ao pellet de células e
uma nova centrifugacdo foi realizada, 2800 rpm, 25 °C por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado, o pellet de células ressuspendido em 200 puL. de PBS nao-estéril para realizar leitura
no citémetro FACSCalibur™. DCF - Excitagdo em 488 nm (laser azul) e detec¢do no pelo

sensor FL1 530/30 (Figura 12) (Aranda et al., 2013).

4.1.6.3 Analise dos dados

A média da intensidade de fluorescéncia produzida pela formacdo de DCF foi coletada
por meio do filtro de fluorescéncia verde. A partir desses valores de intensidade, foi feita a
média geométrica, obtendo-se assim a intensidade relativa de fluorescéncia, de forma que o
grupo controle recebeu valor aproximadamente 1, enquanto os demais grupos receberam
valores proporcionais (Pokorny et al., 2014). Esses ultimos valores foram colocados no

GraphPad Prism 10.1.0 para andlise estatistica e elaboracdo dos graficos.
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Figura 12 - Fluxograma acerca do ensaio de avaliacdo de Estresse Oxidativo citoplasmatico

em astrocitos e células PC12.
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4.1.7 Avaliacdo do potencial transmembrdnico mitocondrial

4.1.7.1 Principio do teste

Baseia-se no uso de Rhodamine 123 (Rh123), um marcador catidnico lipofilico
fluorescente que se acumula em mitocondrias ativas, uma vez que o potencial de membrana ¢
negativo. Dessa forma, avalia-se a estrutura e fun¢do mitocondriais, uma vez que a diminui¢do
do potencial de membrana ¢ indicativo de disfuncdo ou apoptose. A Rh123 se acumula
preferencialmente na matriz mitocondrial, tal acimulo ¢ provocado pelo gradiente
eletroquimico através da membrana interna da mitocondria, o que se denomina de potencial de
membrana mitocondrial. A carga negativa dentro da mitocondria, quando estrutura e atividades
preservadas, atrai o Rh123 de carga positiva, provocando alta intensidade de fluorescéncia. De
maneira contraria, niveis baixos de fluorescéncia ocorrem quando o potencial de membrana
despolariza em decorréncia da reducdo de captacdo da Rh123. (Chazotte, 2011; Deivasigamani
et al., 2019; Duan et al., 2018; He et al., 2015; Zorova et al., 2022). Dessa forma, o citdmetro

mede a intensidade de fluorescéncia emitida por cada célula, sendo possivel estimar a propor¢ao
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de mitocondrias saudaveis e/ou comprometidas (Khanaychenko & Mukhanov, 2025; Vernier,

2011).

4.1.7.2 Procedimento Experimental

Preparou-se uma solucdo de Rh123 - Rodamine 123 (Rh123) (MERCK®, Darmstadt,
Alemanha), em ambiente estéril. Para isso, a partir de uma solugdo estoque 5 mg/mL de, foi
feita uma dilui¢do com PBS estéril para 1 mg/mL. Para o processo e marcacdo (Figura 13),
realizado em ambiente ndo estéril, foi separado um microtubo de centrifugacdo (Eppendorf®)
para cada pogo da placa utilizado no experimento. Cada pogo teve o seu meio de cultura
removido e seu fundo lavado 3x com PBS nao-estéril. Em cada etapa dessa, o conteudo era
transferido para o respectivo microtubo. Em seguida, era adicionado de tripsina-EDTA 0,5%
(Gibco®) 1X, incubando-se por 5 minutos a 37 °C e inativando-se com o meio de cultura do
proprio pogo coletado anteriormente, devolvendo-se o material ao microtubo. Logo apds, os
tubos foram centrifugados a 2800 rpm, 25 °C por 5 minutos, descartando-se o sobrenadante, o
pellet de células ressuspendido em 100 pL. de PBS nao estéril, para logo em seguida serem
acrescidos de 1 pL da solugdo de Rh123 1 mg/mL. Apos, isso os microtubos foram incubados
em ambiente com baixa iluminacdo durante 30 minutos. Ao término, foram realizadas trés
centrifugacdes (2800 rpm, 5 minutos, 25 °C), sempre descartando o sobrenadante e
acrescentando 300 uL de PBS nao estéril ao pellet. Depois da ultima centrifugacdo, 200 pL de
PBS ndo estéril foram acrescentados ao pellet, para realizar a leitura no citOmetro
FACSCalibur™. Rhodamine 123 - Excitagdo com 488 nm (laser azul) e detecgdo pelo sensor

FL1 530/30 (Figura 13) (Rebougas, 2024).

4.1.7.3 Analise dos dados

A partir desses valores de intensidade, foi feita a média geométrica, obtendo-se assim a
intensidade relativa de fluorescéncia, de forma que o grupo controle recebeu valor
aproximadamente 1, enquanto os demais grupos receberam valores proporcionais (Pokorny et
al., 2014). Esses ultimos valores foram colocados no GraphPad Prism 10.1.0 para analise

estatistica e elaboracdo dos graficos.
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Figura 13 - Fluxograma acerca do ensaio de avaliacdo do potencial mitocondrial por meio da

marcacao com Rh123 em astrécitos e células PC12.
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Fonte: Criado pelo proprio autor por meio do Biorender e Canvas (2025).

4.1.8 Avaliagdo dos niveis de TNF-a, IL-6 e IL-1 em células e em meio condicionado

4.1.8.1 Principio do teste

Os niveis das citocinas TNF-a, IL-6 e IL-1PB foi determinado por meio de Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) (Biolegend ELISA MAX™ Deluxe set). Esse kit contém
um conjunto de reagentes e solucdes essenciais para um ensaio de ELISA sanduiche. As
amostras empregadas nesse experimento foram o pellet de células e o meio condicionado, apds
plaqueamento e exposi¢dao a LPS e a colchicina. Nesse contexto, um anticorpo de captura
monoclonal especifico para TNF-a, IL-6 ou IL-1P ¢ adicionado a placa de 96 pogos. Solucao
padrdo e amostras sdo adicionados aos pogos da placa, assim as citocinas (TNF-a, IL-6 e IL-
1B) ligam-se ao anticorpo de captura que estd imobilizado na placa. Em seguida, ¢ adicionado
o anticorpo biotinilado monoclonal de detec¢dao para TNF-a, IL-6 ou IL-1B, produzindo um
“sanduiche” anticorpo-antigeno-anticorpo. Na sequéncia, o reagente Avidin-HRP ¢ adicionado,
logo depois também ¢ adicionado TMB substrate, o que gera uma coloracdo azul de forma

proporcional a concentragdo de citocinas presente no pogo. Uma solugdo de parada ¢ adicionada



48

para colocar fim a reagdo, com isso a coloragdo muda de azul para amarela. A absorbancia nos

pocos foi lida em 450 nm com o uso de um leitor de microplaca (BioTek Eon™,).

4.1.8.2 Procedimento Experimental

O experimento foi feito em ambiente nao estéril, conforme o datasheet do kit de ELISA
(ELISA MAX™ Deluxe Set Mouse, BioLegend®), durante dois dias. No primeiro dia, a placa foi
selada com o anticorpo de captura (100 pL), permanecendo sob selamento overnight na
temperatura de 2-8 °C. No dia seguinte, a placa foi lavada 4x com 300 uL de PBS 0,05% Tween-
20. Todas as etapas de lavagem foram feitas com PBS 0,05% Tween-20, utilizando 300 uL. Em
seguida, a placa foi bloqueada com 200 pL de Assay Diluent A 1X, selada e incubada a
temperatura ambiente por 1 hora sob agitagdao (500 rpm). Foi feita novamente 4x a lavagem da
placa, 100 puL dos padroes (TNF-a: 7,8-500 pg/mL; IL-6: 7,8-500 pg/mL; IL-1B: 31,3-2000
pg/mL) e das amostras foram adicionados aos respectivos pogos, sendo a placa selada e
incubada a temperatura ambiente por 2 horas sob agitacdo (500 rpm). Realizou-se novamente
4x a lavagem da placa, 100 pL do anticorpo de deteccao diluido foi adicionado aos respectivos
pocos, ao término, a placa foi selada e incubada a temperatura ambiente por 1 hora sob agitacao
(500 rpm). Novamente, a placa foi lavada 4x, 100 pL da solugdo de Avidin-HRP foi adicionado
aos respectivos pogos, a placa foi selada e incubada a temperatura ambiente por 30 minutos,
sob agitacdo (500 rpm). Dessa vez, foi feita 5x a lavagem com PBS 0,05% Tween-20, porém
agitando a placa de 30 segundos a 1 minuto entre cada lavagem. Logo depois, foi adicionado
100 uL do TMB substrate (TNF-o e IL-6: TMB substrate); 1L-1P: Substrate A+Substrate B 1:1)
aos respectivos pocos, a placa foi selada e incubada no escuro, a temperatura ambiente, por 20
minutos. 100 uL da solu¢do de parada (H2SO4 2 M) foi adicionado, realizando a leitura apés 15

minutos em um leitor de microplaca (BioTek Eon™) em 450 nm (Figura 14).

4.1.8.3 Andlise dos Dados

Com os valores de absorbancia obtidos na leitura dos padrdes, cujas concentragcdes eram
conhecidas, foi plotada uma curva padrdo em um grafico de eixo Log-Log, no qual os valores
de absorbancias dos padrdes e das amostras ficaram no eixo y, enquanto a concentracdo do
analito ficou no eixo x. Dessa forma, sabendo-se a concentragdo e o respectivo valor de

absorbancia do padrdo, foi determinada a equagdo da reta desse grafico Log-Log. Em seguida,
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utilizando os valores de absorbancia da amostra e a equagdo da reta, a concentragdo de citocinas
das amostras foi calculada. Esses tltimos valores foram colocados no GraphPad Prism 10.1.0

para andlise estatistica e elabora¢ao dos graficos.

Figura 14 - Fluxograma acerca do ensaio de avaliagdo dos niveis de citocinas IL-1p, IL-6 e

TNF-o.
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Fonte: Criado pelo proprio autor por meio do Biorender e Canvas (2025).

4.1.9 Avaliacdo da tumescéncia mitocondrial

4.1.9.1.1 Procedimento Experimental - Isolamento mitocondrial

Antes de comegar o ensaio, os reagentes foram preparados, sendo eles Tampao
Isolamento, Tampao Experimento, Succinato, CaCl, e Oligomicina. Os tampodes foram
preparados respeitando o limite de 10 dias para uso, BSA foi adicionado aos tampdes no dia de
realizar o isolamento mitocondrial e a leitura no espectrofotometro. O pH do tampao foi
ajustado para 7,2 somente depois de adicionar BSA, considerando temperatura de 25°C (Tabelas

1,2 e 3) (Aratjo et al., 2022; Tahara; Navarete; Kowaltowski, 2009).
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Tabela 1 - Composi¢do do Tampao Isolamento, para pH 7,2.

Reagente 50 mL (Agua Destilada)
Sacarose 2,139 ¢g
Manitol 2277 ¢
HEPES 0,119¢g
EGTA 0,19¢
BSA 50 mg

Legenda: Composi¢do do Tampao Isolamento no ensaio de swelling mitocondrial. Apresenta-se a quantidade, em
gramas, de cada reagente para ser dissolvido em 50 mL de agua destilada. O pH do tampao foi ajustado para 7,2,
apos a adigdo de BSA, somente no dia que foi utilizado para a execug@o do ensaio (Aradjo et al., 2022; Tahara;
Navarete; Kowaltowski, 2009).

Tabela 2 - Composi¢ao do Tampao Experimento, para pH 7,2.

Reagente 50 mL (Agua destilada)
Sacarose 0,4275 ¢
Manitol 0,683 g
Kh;PO4 0,034 g
TRIS-HCI 0,121 g
KCl 0,3728 g
BSA 50 mg

Legenda: Composi¢do do Tampdo Experimento utilizado no ensaio de swelling mitocondrial. Apresenta-se a
quantidade, em gramas, de cada reagente para ser dissolvido em 50 mL de agua destilada. O pH do tampao foi
ajustado para 7,2, apds a adi¢do de BSA, somente no dia que foi utilizado para a execugdo do ensaio (Araujo et
al., 2022; Tahara; Navarete; Kowaltowski, 2009).

Tabela 3 - Composi¢ao dos reagentes para a leitura das mitocondrias

Reagente Quantidade de soluto pH
Succinato 236 mg/mL, (Agua destilada) 7
Oligomicina 1 mg/mL (DMSO) -
CaCl, 0,033294 mg/mL (Agua -
destilada)

Legenda: Reagentes utilizados para o ensaio de swelling mitocondrial. Apresenta-se a quantidade, em gramas, de
cada reagente por mL de seu respectivo solvente. O pH da solucdo de Succinato foi ajustado para 7,0, apds o seu
preparo (Aragjo et al., 2022; Tahara; Navarete; Kowaltowski, 2009).
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Foram isoladas as mitocondrias de células PC12 e Astrocitos, apos processo de
Plaqueamento, exposi¢cdo a LPS e a Colchicina. Para isso, foi separado um microtubo de
centrifugacdo (Eppendorf®) para cada pogo da placa utilizado no experimento. Cada poco teve
o seu meio de cultura removido e seu fundo lavado 3x com PBS nao-estéril. Em cada etapa
dessa, o conteudo era transferido para o respectivo microtubo. Em seguida, era adicionado de
tripsina-EDTA 0,5% (Gibco®) 1X, incubando-se por 5 minutos a 37 °C e inativando-se com o
meio de cultura do proprio poco coletado anteriormente, devolvendo-se o material ao
microtubo. Logo apos, os tubos foram centrifugados a 2800 rpm, 25 °C por 5 minutos, o
sobrenadante descartado e o pellet de células ressuspendido em 300 uLL de PBS nao estéril, para
serem realizadas mais 3x centrifugacdes (2800 rpm, 25 °C, 5 minutos), sempre descartando o
sobrenadante e ressuspendido o pellet de células em 300 puL. de PBS ndo estéril.

Na ultima centrifuga¢o, o sobrenadante foi descartado, retirando cuidadosamente, com
auxilio de papel toalha, o PBS ndo estéril remanescente no microtubo. Logo depois, foi
adicionado 100 pL do Tampao Isolamento, sempre mantido dentro de isopor com gelo, e 1 pL
da solucdo de Digitonina ao pellet de células. Apos receberem Tampao Isolamento, todas as
amostras ficam sob gelo. Depois, foi feita uma centrifugacao (4 °C, 9400 RCF, 10 minutos) para
isolamento da mitocondria. Ao término, o sobrenadante foi descartado, secando
cuidadosamente o resquicio de liquido no microtubo com papel toalha, adicionando-se

novamente 100 uLL de Tampao Isolamento as amostras, para preserva-las, mantendo-se sob gelo.

4.1.9.1.2 Andlise da tumescéncia mitocondrial (Swelling mitocondrial)

A leitura foi realizada no espectrofotometro (Genesys 10s UV-Vis, Thermoscientiric®).
Foi colocado na cubeta 1 mL de Tampao Experimento, mantido a temperatura ambiente para
simular o ambiente corporal. Em seguida, nesta ordem, foi colocado 20 pL de Succinato, 1 pL.
de Oligomicina e 30 uL da amostra mitocondrial. A leitura dos valores de absorbancia era feita
durante 5 minutos, para cada amostra pipetada. Salienta-se que apos o primeiro valor de
absorbancia obtido apds iniciar a leitura, era adicionado 6 pL de CaCl,, para induzir a abertura
dos poros de transi¢do de permeabilidade mitocondrial. Com o término da corrida de 5 minutos,
a cubeta era lavada com agua destilada, depois era adicionado novamente os reagentes com

uma nova amostra para leitura (Figura 15) (Chapa-Dubocq et al., 2018; Lemasters et al., 2009).
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4.1.9.1.3 Analise dos dados

Com os valores de absorbancia obtidos, foi calculado a variagdao da absorbancia, em que
para cada amostra lida, utilizava-se o valor de absorbancia inicial — valor de absorbancia final
(AA). Esses valores finais foram utilizados para analise estatistica. Além do mais, foi plotado

um grafico com os valores de absorbancia em fungdo do tempo.

Figura 15 - Fluxograma do ensaio de avaliacdo da tumescéncia mitocondrial em mitocondrias

isoladas de astrocitos e células PC12.
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Fonte: Criado pelo proprio autor por meio do Biorender e Canvas (2025).

4.1.10 Analise estatistica

Foi empregado o GraphPad Prism 10.1.0. Os dados considerados paramétricos, apds o
teste de normalidade, foram analisados por One-Way ANOVA ou por Two-Way ANOVA, ao
passo que, os dados considerados ndo paramétricos, foram analisados por Kruska-Wallis,
seguidos de testes post hoc. Foi considerada significancia estatistica quando p<0,05. Nas
ilustracdes, sdo apresentados os valores de p das comparagdes que possuiram significancia

estatistica.
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S RESULTADOS

5.1 Avaliac¢ao da viabilidade celular

A partir do teste de viabilidade celular com o ensaio do MTT, revelou que a colchicina
apresenta efeitos citotoxicos dependentes da concentragdo tanto em astrocitos quanto na
linhagem PC12. Os valores de Clso (concentragdo inibitéria de 50%) foram de 1,196 puM
(Astrocito) e 5,592 uM (PC12) (Figura 16 e Tabela 4). Os astrocitos apresentaram-se mais
sensiveis a colchicina do que as células PC12, visto que apresentam uma ICso aproximadamente

cInco vezes menor.

Figura 16 - Perfil citotoxico da Colchicina para as linhagens celulares Astrocitos e PC12
determinado pelo ensaio do MTT apos 24 horas de incubagdo na concentragdo inicial de 10

uM, sem tratamento prévio com LPS.

150

@ ASTROCITO | PC12

125+

100

75

CI150—

% inibigao de crescimento

25—

0 I I \ | T \ I I | |
CN 0,039 0,078 0,156 0,313 0,630 1,250 2,500 5,000 10,000

uM

Perfil citotoxico da Colchicina Perfil citotoxico da Colchicina para as linhagens celulares Astrocitos e PC12
determinado pelo ensaio do MTT ap6s 24 horas de incubacdo. Vermelho: (%) Inibi¢do de crescimento para os
astrocitos; Preto: (%) Inibig¢do de crescimento para as células PC12. CIs esta representada por tracejado horizontal.
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Tabela 4 - Valores de CI50 da Colchicina para as células Astrocito e PC12, obtidos a partir do

MTT ap6s 24h de incubagdo com colchicina, sem tratamento prévio com LPS.

Clso (uM)
Intervalo de Confianca de 95%
Substancia Astrécito PC12
Colchicina 1,196 5,592
(0,8961-1,633) (4,111-8,207)

Valores de Clso (uM) calculados a partir de regressdo nao linear. O intervalo de confianga de 95% (IC 95%), que
esta representado entre paréntesis, foi obtido a partir de 2 experimentos independentes, cada qual em triplicata.
Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

O ensaio de MTT foi fundamental para definir concentragdes de colchicina que nao
comprometessem a viabilidade celular de forma significativa, sendo, portanto, seguras para os
experimentos subsequentes. Assim, foram escolhidas as concentragdes 0,312 uM (Coly), 0,156

uM (Colz) € 0,07815 uM (Cols), para ambas as linhagens celulares (Tabela 5).

Tabela 5 — Concentragdes selecionadas de colchicina para Astrocito e PC12, com seus
respectivos valores de viabilidade celular, obtidos com ensaio do MTT apds 24h de incubagao,

sem tratamento prévio com LPS.

Concentracao Viabilidade Celular (%)
(M) (Média £SEM)

Substancia Astrocito PC12 Astrocito PC12
0,312 0,312 89,940 +2,930 98,225

+1,324

Colchicina 0,156 0,156 95,734 £7,627 98,715
+2,852

0,07815 0,07815 100,00 97,674

+10,638 +1,272

Concentragdes escolhidas de colchicina para Astrocito e PC12, com seus respectivos valores de viabilidade celular,
obtidos com ensaio do MTT apo6s 24h de incubagéo. Valores normalizados em relagéo ao grupo controle.
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5.2 Avaliacao do Estresse Oxidativo por marcacao citoplasmatico com DCFH-DA

Pode-se observar que o tratamento com LPS promoveu um deslocamento do pico de
fluorescéncia para a direita, indicando aumento da producdo ROS em ambas as linhagens
celulares (Figura 17). Os tratamentos com colchicina nas diferentes concentragdes resultaram
em um deslocamento do pico em dire¢do a esquerda, revertendo o aumento da fluorescéncia
provocado pelo LPS e, consequentemente, reduzindo os niveis de EROS intracelular. Este efeito
foi mais evidente nas células PC12, principalmente nas concentragdes Col, e Cols, quando

comparado aos astrocitos.
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Figura 17 - Histograma representativo da analise do estresse oxidativo citossolico, realizado
por citometria de fluxo utilizando o marcador DCFH-DA, em astrécitos (A) e células PC12 (B)

apods 24 horas de exposi¢ao ao LPS e tratamento com colchicina.
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Avaliagio do Estresse Oxidativo intracelular por marcagdo com DCFH-DA apds exposi¢do a LPS e a Colchicina.
Controle esta representado de preto, LPS de vermelho e as diferentes concentragdes de colchicina estdo com as
tonalidades de azul. LPS: Lipopolissacarideo a 50 pg/mL. Col;: 0,312 uM; Col, 0,156 uM; Cols: 0,07815 uM.
Pelo menos 10 mil eventos foram analisados para esse experimento de citometria de fluxo.

Nos astrocitos (Figura 18A), observou-se que o tratamento com LPS promoveu um
aumento significativo dos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROS) em comparagdo ao
controle (P=0.0310), indicando elevado estresse oxidativo intracelular. Por outro lado, os
tratamentos com colchicina nas concentragdes Col, ¢ Cols foram eficazes em reverter esse

aumento, restaurando os niveis de ROS para valores semelhantes aos do controle. Os valores
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observados foram: Controle: 0,9900 +0,03718; LPS: 1,972 +0,06642; LPS+Col,: 0,9482
+0,05592; LPS+Col3:0,8801 +£0,01104).

De forma semelhante, nas células PC12 (Figuras 18B), a exposicdo ao LPS também
resultou em aumento expressivo do estresse oxidativo, quando comparado ao controle
(P<0.0001). Todas as concentragdes de colchicina utilizadas (Col;, Col, e Colz) foram capazes
de reduzir significativamente os niveis de ROS induzidos pelo LPS (P<0.0001), sendo que as
menores concentragdes (Col, e Col3) promoveram uma reducdo mais acentuada, diferindo
estatisticamente do controle. Os valores registrados foram: Controle: 1,005 £0,006496; LPS:
1,654 +£0,01617; LPS+Col;: 0,9367 £0,006825; LPS+Col,: 0,6795 £0,01; LPS+Cols: 0,6541
+0,01782).

Figura 18 - Niveis de Estresse Oxidativo citoplasmatico em Astrécitos (A) e PC12 (B) apds

exposicao a LPS e tratamento com colchicina.
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Avaliagdo de Estresse Oxidativo por marcagdo com DCFH-DA apos exposic¢do a LPS e tratamento com colchicina
(24h) para (A) Astrocitos e (B) PC12. Os resultados estdo apresentados como Média £SEM. Para anélise
estatistica, foi usado (A) Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn e (B) ANOVA seguido do teste de Bonferroni.
Significancia estatistica foi considerado quando p<0,05. A imagem apresenta somente as comparagdes com
significancia estatistica (A) n= 6-10; (B) n= 5-10. LPS: Lipopolissacarideo a 50 pg/mL; Col;: 0,312 uM; Col,
0,156 uM; Cols: 0,07815 uM. Pelo menos 10 mil eventos foram analisados para esse experimento de citometria
de fluxo.

Além disso, ao se comparar o percentual de aumento da fluorescéncia do DCFH-DA,

indicativo de ativagdo do estresse oxidativo, entre astrocitos e células PC12 expostas ao LPS
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por 24 horas (Figura 19), verificou-se que os astrocitos apresentaram uma resposta mais intensa.
O percentual médio de ativacao foi de 97,16 £3,72% nos astrdcitos, contra 68,09 +2,25% nas
células PC12 (P=0.0003), sugerindo-se que os astrocitos sdo mais suscetiveis ao aumento de

EROS sob estimulo inflamatdrio induzido por LPS.

Figura 19 - Comparagao do grau de ativacdo (%) entre Astrocito e células PC12 no ensaio de

Estresse Oxidativo por marcagao com DCFH-DA.
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Comparacao do grau de ativacdo (%) no ensaio de Estresse Oxidativo por marcagdo com DCFH-DA apds
exposi¢do a LPS (24h) e a Colchicina (24h). Os resultados estdo apresentados como Média =SEM. Para analise
estatistica, Unpaired t test. Significancia estatistica foi considerado quando p<0,05. A imagem apresenta somente
as comparagdes com significancia estatistica. Astrocito n= 6; PC12 n=3. LPS. Pelo menos 10 mil eventos foram
analisados para esse experimento de citometria de fluxo.

5.3 Producao dos niveis de Nitrito/Nitrato (NO:") em meio condicionado

5.3.1 Astrocitos
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Na avaliacdo realizada apds 24 horas de exposicdo ao LPS, antes do tratamento com
colchicina (LPS 24h, Figura 20), observou-se que todos os grupos expostos ao LPS
apresentaram uma redug@o dos niveis de NO>~ em relagdo ao controle, embora essa diferenca
ndo tenha sido estatisticamente significativa. Além disso, os grupos LPS e LPS+Col (Col;, Col,
e Cols) mostraram niveis semelhantes entre si. Os valores foram: Controle: 1,000 +0,05033;
LPS:0,9467 +0,01333; LPS+Col;: 0,9467 £0,006667; LPS+Col,: 0,9533 £0,01764; LPS+Cols:
0,9400 +0,01155.

Na analise realizada apos 24 horas de tratamento com colchicina — tratamento feito
depois das 24h de LPS (24h LPS+24h Col, Figura 20); o grupo exposto ao LPS apresentou um
aumento dos niveis de NO2~ em relagdo ao controle, porém, sem significancia estatistica. Os
grupos tratados com colchicina (LPS+Col;, LPS+Col, e LPS+Cols) mostraram redu¢do nos
niveis de NO2~ quando comparados ao grupo LPS, porém, novamente, sem diferenca estatistica.
Os valores foram: Controle: 1 £0,007634; LPS: 1,038 £0,01527; LPS+Col;: 1,023 +0,007633;
LPS+Col,: 1,015 £0,03053; LPS+Cols: 1, 008 £1,367¢-007.

Quando se compara (LPS 24h) x (24h LPS+24h Col) (Figura 20), observa-se que o
grupo LPS (24h LPS+24h Col) apresentou aumento significativo nos niveis de NO2~ em
comparag¢ao ao mesmo grupo no LPS 24h (P=0,0061). Esse fato também ocorreu para os grupos
LPS+Col; (P=0,0185)e LPS+Cols e (P=0,0333), em (24h LPS+24h Col). Nesse caso, os niveis
de NO: aumentaram de forma estatisticamente significativa em relagdo aos mesmo grupos no
(LPS 24h). Os valores foram: (LPS 24h) — LPS: 0,9467 +0,01333; LPS+Col;: 0,9467
+0,006667; LPS+Cols: 0,9400 +0,01155; (LPS+24h Col) — LPS: 1,038 £0,01527; LPS+Col;:
1,023 +£0,007633; LPS+Cols: 1, 008 +£1,367¢-007.

Figura 20 - Niveis de (NO2z") de Astrocitos apoés LPS somente e LPS+Colchicina em meio

condicionado.
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Avaliagdo de Niveis de (NO2") de Astrocitos apos LPS somente (A) e LPS+Colchicina (B) em meio condicionado.
Os resultados estdo apresentados como Média =SEM. Para anélise estatistica, foi usado Two-way ANOVA seguido
do teste de Bonferroni. Significancia estatistica foi considerado quando p<0,05. O ensaio foi feito em uma unica

triplicata n= 3. LPS: Lipopolissacarideo a 50 ng/mL; Coll: 0,312 uM; Col2 0,156 pM; Col3: 0,07815 uM.

5.3.2 PCI2 (Feocromocitoma)

Em uma segunda etapa da andlise (LPS 24h, Figura 21), realizada também apos a
exposicao ao LPS, antes do tratamento com colchicina, observou-se que todos os grupos
tratados com LPS apresentaram niveis de NO:~ semelhantes entre si e ao controle, com excec¢ao
do grupo LPS+Col», que apresentou um leve aumento, ainda assim sem alcangar significancia
estatistica. Os valores foram: Controle: 1 +0,007143; LPS: 1 +0,007143; LPS+Col;: 1
+0,02575; LPS+Coly: 1,014 £0,007143; LPS+Cols: 0,9857 +£0,01237).

Apo6s o tratamento com colchicina (24h LPS+24h Col, Figura 21), os grupos LPS e
LPS+Col, apresentaram valores ligeiramente elevados de NO2~ em comparacdo ao controle,
porém sem significancia estatistica. Por outro lado, os grupos LPS+Col; e LPS+Cols
apresentaram niveis reduzidos, semelhantes ao controle, também sem diferenca estatistica. Os
valores foram: Controle: 1 +£0,01343; LPS+Col;: 1,031 £0,02795; LPS+Col,: 1,023 +£0,03552;
LPS+Cols: 0,9922 +0,007752).
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Figura 21 - Niveis de (NO2") de células PC12 apos LPS somente (A) e LPS+Colchicina (B)

em meio condicionado.
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Avaliagdo de Niveis de (NO:) de células PC12 apds LPS somente (A) e LPS+Colchicina (B) em meio
condicionado. Os resultados estdo apresentados como Média £SEM. Para analise estatistica, foi usado Tiwo-way
ANOVA seguido do teste de Bonferroni. Significancia estatistica foi considerado quando p<0,05. O ensaio foi
feito em uma tnica triplicata n= 3. LPS: Lipopolissacarideo a 50 pg/mL; Col;: 0,312 uM; Col, 0,156 uM; Cols:
0,07815 pM.

5.4 Avaliacao do potencial mitocondrial por meio da marcacio com Rh123

Observou-se que, nos astrocitos (Figura 22A), o tratamento com LPS provocou um
deslocamento do pico de fluorescéncia para a esquerda, indicando uma reducao significativa do
potencial mitocondrial, efeito que foi acentuado com as diferentes concentragdes de colchicina.
Em contraste, nas células PC12 (Figura 22B), embora o LPS também tenha causado uma
diminuicdo do potencial mitocondrial, os tratamentos com colchicina promoveram um
deslocamento do pico para a direita, indicando recuperacdo e aumento do potencial

mitocondrial, especialmente nas concentracdes Col; e Cols.

Figura 22 - Histogramas representativos da analise do potencial transmembrana mitocondrial
(A¥Ym) em astrocitos (A) e células PC12 (B), obtidos por citometria de fluxo utilizando o
marcador Rodamina 123 (Rh123), ap6s 24 horas de exposicao ao LPS e posterior tratamento

com colchicina.
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Avaliagdo do potencial transmembrana da mitocondria apos exposicdo ao LPS e tratamento com colchicina.
Controle esta representado de preto, LPS de vermelho e as diferentes concentragdes de colchicina estdo com as
tonalidades de azul. Col;: 0,312 uM; Col, 0,156 uM; Cols: 0,07815 uM. Pelo menos 10 mil eventos foram
analisados para esse experimento de citometria de fluxo.

Nos astrocitos (Figura 23A), a exposi¢ao ao LPS resultou em uma reducao significativa
do potencial transmembrana mitocondrial (A¥Ym) em comparagdo ao grupo controle
(P<0.0001), evidenciando disfuncdo mitocondrial induzida pelo estimulo inflamatorio.
Notavelmente, o tratamento com colchicina, nas diferentes concentragdes testadas (Col, Col»
e Colz), ndo foi capaz de reverter essa perda de AWYm. Pelo contrério, os grupos tratados com
colchicina apresentaram uma queda ainda mais acentuada no potencial mitocondrial, tanto em
relacdo ao controle (P<0.0001 para as trés concentracdes de teste) quanto ao grupo LPS (Col;.
P=0.0569, Col,: P=0.0003 e Cols: P<0.0001), indicando um possivel efeito toxico mitocondrial
da colchicina em astrocitos. Os valores observados foram: Controle: 1,000 +0,05049; LPS:
0,5815 +0,0076686; LPS+Coll: 0,4862 +0,002024; LPS+Col2: 0,4114 £0,01439; LPS+Col3:
0,4016 £0,004063).

Por outro lado, nas células PC12 (Figura 23B), o LPS também promoveu uma redu¢ao
significativa do potencial mitocondrial em compara¢do ao controle (P<0.0001), refletindo

disfun¢do mitocondrial semelhante a observada nos astrdcitos. No entanto, 0 comportamento
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frente ao tratamento com colchicina foi distinto, no qual as concentragdes LPS+Col;
(P<0.0001) e LPS+Cols (P<0.0001) promoveram ndo apenas a reversdo da perda de A¥Ym
induzida pelo LPS, como também um aumento significativo do potencial mitocondrial em
relacdo ao controle (P=0.0114 e P<0.0080, respectivamente), sugerindo um efeito bioenergético
benéfico nesses grupos. O grupo LPS+Col, apesar de apresentar melhora em relagao ao LPS
(P<0.0001), nao alcancou diferenca significativa em relacdo ao controle, mantendo niveis
semelhantes ao basal. Os valores registrados foram: Controle: 1,003 +0,008319); LPS: 0,6706
+0,02813; LPS+Col;: 1,177 +0,06531; LPS+Coly: 0,9941 +0,01699; LPS+Cols: 1,394
+0,03225).

Figura 23 - Avaliagdo do potencial transmembrana da mitocondria em Astrécitos (A) e PC12

(B) apds exposi¢ao ao LPS e tratamento com colchicina.
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Avaliacdo do potencial transmembrana da mitocondria apos exposi¢do ao LPS e tratamento com colchicina para
(A) Astrocitos e (B) células PC12. Os resultados estdo apresentados como Média £SEM. Para analise estatistica,
foi usado ANOVA seguido do teste de Bonferroni. Significancia estatistica foi considerado quando p<0,05. A
imagem apresenta somente as compara¢des com significancia estatistica. (A) n= 5; (B) n= 4-8. LPS:
Lipopolissacarideo a 50 ug/mL; Col;: 0,312 uM; Col, 0,156 uM; Cols: 0,07815 uM. Pelo menos 10 mil eventos
foram analisados para esse experimento de citometria de fluxo.

Além disso, na analise comparativa do percentual de reducao do potencial mitocondrial

induzido pelo LPS (Figura 24), verificou-se que os astrdcitos apresentaram uma perda mais
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acentuada de A¥Ym em comparagdo as células PC12, indicando uma maior suscetibilidade
mitocondrial frente ao estimulo inflamatorio. Os percentuais de redugdo foram de 55.15%

(£0,562) para os Astrdcitos e 32,49% (+0,93) para PC12.

Figura 24 - Comparacao do grau de ativagdo (%) entre Astrocito e células PC12 no ensaio de

potencial mitocondrial por marcagdo com RA123.
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Comparacdo do grau de ativagdo (%) no ensaio de potencial mitocondrial por marca¢do com Rhol23 apds
exposicdo ao LPS) e tratamento com colchicina. Os resultados estdo apresentados como Média =SEM. Para analise
estatistica, foi usado Unpaired t test. Significancia estatistica foi considerado quando p<0,05. A imagem apresenta
somente as comparagdes com significancia estatistica. Astrocito n=5; PC12 n=5. LPS. Pelo menos 10 mil eventos
foram analisados para esse experimento de citometria de fluxo

5.5 Avaliacao dos niveis de citocinas IL-1§, IL-6 ¢ TNF-a

5.5.1 Astrocito - Meio condicionado

Na analise dos niveis de IL-1f (Figura 25A), observou-se que o grupo tratado com LPS
apresentou um aumento dos niveis da citocina em comparagdo ao controle, porém sem
significancia estatistica. Os grupos tratados com colchicina (LPS+Col; ¢ LPS+Col,)
apresentaram uma reducao nos niveis de IL-1p em relagdo ao grupo LPS, alcangcando valores

proximos ao controle, embora essa diferenca também ndo tenha sido estatisticamente
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significativa. Os valores registrados foram: Controle: 26,67 +1,676; LPS: 49,06 £12,68;
LPS+Col;: 30,18 +£0,06531; LPS+Cola: 25,92 +2,354).

Quanto aos niveis de IL-6 (Figura 25B), o tratamento com LPS resultou em um aumento
dos niveis dessa citocina em comparagdo ao controle, porém, novamente, sem significancia
estatistica. Os grupos tratados com colchicina (LPS+Col; e LPS+Col,) apresentaram uma
reducdo nos niveis de IL-6 em relacdo ao LPS, retornando a niveis préximos ao do controle,
porém sem diferencgas estatisticas. Os valores observados foram: Controle: 7,409 £2,359; LPS:
12,02 £2,268; LPS+Col;: 9,074 +1,412; LPS+Col,:8,874 +0,5628).

Para a TNF-a (Figura 25C), o grupo tratado com LPS apresentou um aumento nos niveis
da citocina em relagdo ao controle, porém sem significancia estatistica. O grupo LPS+Col;
promoveu uma reducdo dos niveis de TNF-o em relacdo ao LPS, porém sem alcangar
significancia estatistica. Por outro lado, o grupo LPS+Col, foi capaz de reduzir
significativamente os niveis de TNF-a em relacdo ao grupo LPS (P=0.0162), indicando um
efeito anti-inflamatorio mais consistente nesta condi¢cao. Os dados foram: Controle: 1,716

+0,4635; LPS: 3,408 £0,3655; LPS+Col;: 2,340 +0,3655; LPS+Col>: 0,9707 £0,2598).

Figura 25 - Niveis de citocinas IL-1 (A), IL-6 (B) e TNF-a (C) em meio condicionado oriundo

dos astrdcitos.
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Niveis de citocinas IL-1p (A), IL-6 (B) e TNF-a (C) em meio condicionado oriundo dos astrocitos. Os resultados
estdo apresentados como Média £SEM. Para analise estatistica, foi usado Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn.
Significancia estatistica foi considerado quando p<0,05. O ensaio foi feito em uma tUnica triplicata n= 3. LPS:
Lipopolissacarideo a 50 pg/mL; Col;: 0,312 uM; Col, 0,156 uM; Cols: 0,07815 uM.

5.5.2 Astrocito — Homogenato celular

Nos niveis de IL-1p (Figura 26A) avaliados no homogenato celular, o grupo LPS
apresentou um aumento em comparagdo ao controle, porém sem significancia estatistica. Os
grupos tratados com colchicina (LPS+Coll e LPS+Col2) promoveram uma redugdo dos niveis
de IL-1B em relacdo ao LPS, embora ainda se mantivessem ligeiramente elevados quando
comparados ao controle, mas sem diferenga estatistica. Os valores foram: Controle: 16,61
+0,3534; LPS: 28,98 +5,442; LPS+Col;: 22,77 £3,223; LPS+Colz: 19,39 £2,983).

Para a IL-6 (Figura 26B), observou-se que o grupo LPS apresentou niveis aumentados
em comparagdo ao controle, sem significancia estatistica. Os grupos LPS+Coll ¢ LPS+Col2
demonstraram reducao dos niveis em relacdo ao LPS, sendo a maior redug¢ao observada no
grupo LPS+Coll. Contudo, ambos os grupos mantiveram niveis ligeiramente superiores ao

controle, ¢ nenhuma das comparagdes apresentou significancia estatistica. Os dados foram:
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Controle: 3,502 +£0,4341; LPS: 5,716 £0,9088; LPS+Col;: 3,898 +0,7519; LPS+Col,: 4,793
+0,07119).

Em relacdo ao TNF-a (Figura 26C), o grupo LPS apresentou um aumento nos niveis
dessa citocina em rela¢do ao controle, porém sem significancia estatistica. Os grupos tratados
com colchicina (LPS+Coll e LPS+Col2) demonstraram reducdo dos niveis de TNF-a em

relacdo ao LPS, embora permanecam acima dos valores do controle, sem diferenca estatistica.
Os valores observados foram: Controle 0,7846 +0,1435; LPS: 2,738 +0,3420; LPS+Col;: 2,063
+0,3705; LPS+Colz: 1,632 £0,6512).

Figura 26 - Niveis de citocinas IL-1p (A), IL-6 (B) e TNF-a (C) em homogenato celular

oriundo dos astrocitos.
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Niveis de citocinas IL-1f (A), IL-6 (B) e TNF-a (C) em homogenato celular oriundo dos astrocitos. Os resultados
estdo apresentados como Média =SEM. Para anélise estatistica, foi usado Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn.
Significancia estatistica foi considerado quando p<0,05. O ensaio foi feito em uma Unica triplicata n= 3. LPS:
Lipopolissacarideo a 50 pg/mL; Col;: 0,312 uM; Col; 0,156 uM; Cols: 0,07815 pM.

5.5.3 PCI12— Meio condicionado

Na andlise dos niveis de IL-1p (Figura 27A), observou-se que todos os grupos
apresentaram valores muito semelhantes entre si, ndo sendo detectada diferenca estatistica entre
controle, LPS e os grupos tratados com colchicina. Os valores foram: Controle: 25,78 £0,8560;
LPS: 24,22 +£1,364; LPS+Col;: 25,78 £0,5316; LPS+Col,: 23,84 +0,5487.

Para a IL-6 (Figura 27B), os grupos controle, LPS e LPS+Coll apresentaram niveis
semelhantes, sem diferenga estatistica. No entanto, o grupo LPS+Col2 exibiu um aumento
acentuado nos niveis de IL-6 em comparagdo aos demais grupos, embora essa diferenga ndo
tenha alcangado significancia estatistica, possivelmente devido a grande variacao dos dados.
Os valores registrados foram: Controle: 9,418 +2,385; LPS: 6,044 £0,1590; LPS+Col;: 8,425
+2,576; LPS+Colz: 47,04 £39,68.

Em relagdo ao TNF-a (Figura 27C), os grupos Controle, LPS e LPS+Col; apresentaram
niveis semelhantes, sem diferenga estatistica. Por outro lado, o grupo LPS+Col, mostrou um

aumento nos niveis de TNF-a, em comparacdo aos demais grupos, mas sem significancia
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estatistica. Os valores observados foram: Controle: 1,812 +0,3739; LPS: 2,373 +0,2162;
LPS+Col;: 2,146 £0,2205; LPS+Coly: 3,167 +0,3732.

Figura 27 - Niveis de citocinas IL-1 (A), IL-6 (B) e TNF-a (C) em meio condicionado oriundo

de células PC12.
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Niveis de citocinas IL-1p (A), IL-6 (B) e TNF-a (C) em meio condicionado oriundo de células PC12. Os resultados
estdo apresentados como Média +SEM. Para analise estatistica, foi usado ANOVA seguido do teste de Bonferroni.
Significancia estatistica foi considerado quando p<0,05. O ensaio foi feito em uma tunica triplicata n= 3. LPS:
Lipopolissacarideo a 50 ng/mL; Col;: 0,312 uM; Col, 0,156 uM; Cols: 0,07815 pM.

5.5.4 PCI2—- Homogenato celular

Na avaliacao dos niveis de IL-1f (Figura 28A) no homogenato celular, os grupos LPS,
LPS+Coll e LPS+Col2 apresentaram uma leve reducao nos niveis da citocina em comparagao
ao controle, porém, sem diferenca estatistica. Além disso, os trés grupos tratados foram
semelhantes entre si. Os dados foram: Controle: 26,29 +£1,912; LPS: 24,82 +1,524; LPS+Col;:
24,93 £0,8387; LPS+Col,: 24,09 £1,329).

Para a IL-6 (Figura 28B), o grupo LPS apresentou uma leve redu¢do nos niveis em
comparagdo ao controle, enquanto o grupo LPS+Coll promoveu um discreto aumento em
relacdo ao LPS, porém sem diferenca estatistica. O grupo LPS+Col2 apresentou os maiores
valores de IL-6, em relagdo aos demais grupos, embora sem alcancar significancia estatistica,
possivelmente devido a alta dispersdo dos dados. Os valores registrados foram: Controle: 8,699
+1,293; LPS: 6,810 c0,9639; LPS+Col;: 7,815 £1,479; LPS+Col,: 10,53 +4,990.

Em relagdo ao TNF-a (Figura 28C), os grupos Controle e LPS apresentaram valores
muito semelhantes, enquanto os grupos LPS+Coll e LPS+Col2 mostraram uma discreta
reducdo dos niveis, sendo a maior reducao observada no grupo LPS+Coll. Entretanto, nenhuma
das comparagdes apresentou significancia estatistica. Os valores foram: Controle: 2,082

+0,2304; LPS: 2,024 £0,06958; LPS+Coll: 1,849 +0,3156; LPS+Col2: 1,920 +0,04767).
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Figura 28 - Niveis de citocinas IL-1P (A), IL-6 (B) e TNF-a (C) em homogenato celular

oriundo de células PC12.
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Niveis de citocinas IL-18 (A), IL-6 (B) e TNF-a (C) em homogenato celular oriundo de células PC12. Os
resultados estdo apresentados como Média =SEM. Para analise estatistica, foi usado ANOVA seguido do teste de
Sidak. Significancia estatistica foi considerado quando p<0,05. O ensaio foi feito em uma Unica triplicata n= 3.
LPS: Lipopolissacarideo a 50 pg/mL; Col;: 0,312 pM; Col, 0,156 pM; Cols: 0,07815 pM.
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5.6 Avaliaciao da tumescéncia mitocondrial (Swelling mitocondrial)

Na andlise dos astrocitos (Figuras 29A e 30A), observou-se que os valores de delta
absorbancia (AA) foram muito semelhantes entre os grupos Controle e LPS, sem diferenca
estatistica. O grupo LPS+Col; apresentou um leve aumento de AA em relacdo ao Controle e ao
LPS, sugerindo, teoricamente, maior tumescéncia mitocondrial, embora sem significincia
estatistica. Por outro lado, os grupos LPS+Col, e LPS+Cols exibiram uma redu¢ao nos valores
de AA, indicando menor tumescéncia mitocondrial, sendo a maior reducdo observada no grupo
LPS+Cols, porém sem diferenca estatistica. Os valores foram: Controle: 0,01496 +0,003927;
LPS: 0,01548 +0,002710; LPS+Col;i: 0,01878 +0,004260; LPS+Coly: 0,1104 +0,001900;
LPS+Cols: 0,008840 +0,003320).

Para as células PC12 (Figuras 29B e 30B), o grupo LPS apresentou uma reducao discreta
nos valores de AA em relagdo ao Controle, sem diferenca estatistica. Entretanto, os grupos
tratados com colchicina (LPS+Col;, LPS+Colo e LPS+Col;) mostraram redugdes
estatisticamente significativas nos valores de AA, quando comparados tanto ao grupo Controle
(P<0.0001) quanto ao LPS (P<0.0001). A sequéncia das maiores para as menores reducgdes foi:
LPS+Cols, seguido de LPS+Col, e, por fim, LPS+Col;. Isso sugere que, nas células PC12, a
colchicina promoveu tumescéncia mitocondrial mais intenso e de maneira inversamente
proporcional a concentragdo. Os dados foram: Controle: 0,01578 +0,0009418; LPS: 0,1397
+0,0008337; LPS+Coli: 0,005867; LPS+Colz: 0,005571 +0,0006603; LPS+Cols: 0,002700
+0,0004502).
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Figura 29 - Delta absorbancia (AA) para astrocito (A) e células PC12 (B) no ensaio de

tumescéncia mitocondrial apos exposicao ao LPS e tratamento com colchicina.
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Delta absorbancia (AA) para astrocito (A) e células PC12 (B) no ensaio de tumescéncia mitocondrial apds
exposigdo ao LPS e tratamento com colchicina. Os resultados estdo apresentados como Média +SEM. Para analise
estatistica, foi usado ANOVA seguido do teste de Bonferroni. Significancia estatistica foi considerado quando
p<0,05. Astrocito n=5; PC12 n=6-7. LPS: Lipopolissacarideo a 50 ug/mL; Col;: 0,312 uM; Col, 0,156 uM; Cols:
0,07815 pM.
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Figura 30 - Valores de absorbancia ao longo do tempo (5 minutos) para astrocitos (A) e células
PCI12 (B) no ensaio de tumescéncia mitocondrial apds exposi¢do ao LPS e tratamento com

colchicina.
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Valores de absorbancia ao longo do tempo (5 minutos) para astrocitos (A) e células PC12 (B) no ensaio de
tumescéncia mitocondrial apds exposi¢do ao LPS e tratamento com colchicina. Os resultados estdo apresentados
como Média +SEM.
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6 DISCUSSAO

O fator de transcricdo Nrf2 é reconhecido como o principal regulador da resposta ao
estresse oxidativo, além de desempenhar fungdes cruciais na modulagdo da inflamacdo, na
manuten¢do da fun¢do mitocondrial, na autofagia e na apoptose (Qu et al., 2020; Zhang; Feng;
Jiang, 2021; Zuo et al., 2022). A disfun¢do dessa via tem sido associada ao desenvolvimento de
diversas condi¢des patologicas, incluindo transtornos psiquiatricos (Hashimoto, 2018;
Zgorzynska; Dziedzic; Walczewska, 2021). Dados clinicos refor¢am essa associa¢do, Sani et
al., (2023) relataram uma redu¢do dos niveis de Nrf2 correlacionada ao agravamento dos
sintomas depressivos, € Hashemi et al., (2021) observaram uma downregulation significativa
do Nrf2 em pacientes com depressdo e transtorno bipolar. De forma complementar, Siizen et
al., (2022) destacam que a ativagdo do Nrf2 ¢ uma estratégia promissora na mitigagdo de
processos neurodegenerativos.

Nesse contexto, a colchicina surge como um composto de interesse, dado seu potencial
de ativagdo indireta da via do Nrf2. Seu mecanismo envolve a ligagdo a tubulina e inibigdo da
polimeriza¢do dos microtubulos, resultando na degradagdo de Keapl, regulador negativo do
Nrf2, por meio da autofagia seletiva mediada por p62/SQSTM1 (Dasgeb et al., 2018;Cereghini,
1996). Esse processo leva a ativacdo do Nrf2 e a subsequente liberagao de GDF-15, fator que
modula a resposta inflamatdria e atua também como biomarcador em condi¢des associadas a
disfun¢do mitocondrial e inflamacao (Weng et al., 2021; Demidowich et al., 2020).

Além dos efeitos periféricos, a colchicina é capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica (BBB), embora em concentragdes limitadas, devido a atuacdo da
glicoproteina P (Heurtaux et al., 2022; Avdeef et al., 2001; Evrard et al., 1998; Juliano; Ling,
1976; Shin et al., 2019). Evrard et al. (1998) demonstraram que, quatro horas apos
administrag¢do intravenosa, a colchicina se acumulava preferencialmente no hipocampo, onde
sua concentragdo intracelular era até dez vezes maior do que no liquido extracelular dessa regido
e 2,8 vezes superior a de outras regides cerebrais.

Diante dessas evidéncias, de que a colchicina ativa o Nrf2 por meio da despolimeriza¢ao
dos microtibulos, é capaz de atravessar a barreira hematoencefalica (BBB) e de que astrdcitos,
microglia e neurdnios expressam Nrf2 e seu regulador negativo Keapl, investigamos no
presente estudo, se baixas concentragcdes ndo toxicas de colchicina, ja reconhecida como
ativadora do Nrf2 em hepatocitos, seriam capazes de promover efeitos antioxidante e anti-

inflamatoério, além de modular a estrutura e a atividade mitocondrial, bem como os processos
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de apoptose e morte celular em células do sistema nervoso central, como astrdcitos e células
PC12.

Através das andlises realizadas pelo ensaio de MTT, verificou-se que as concentragdes
de 0,312 uM, 0,156 uM e 0,07815 uM nao reduziram significativamente a viabilidade celular
em nenhuma das duas linhagens (PC12 e Astrdcitos. Adicionalmente, foram calculados os
valores de ICso para cada tipo celular, sendo 1,196 pM para astrocitos e 5,592 pM para células
PC12. Ressalta-se que as concentragdes utilizadas nos testes posteriores foram
significativamente inferiores aos respectivos valores de ICso. As mesmas concentragdes foram
aplicadas as duas linhagens com o intuito de simular, de forma aproximada, um ambiente
biologico mais complexo, no qual a colchicina, ao atravessar a BBB, atingiria tanto astrocitos
quanto células semelhantes as PC12, expondo-as a niveis semelhantes do composto.

Estudos avaliando diretamente o impacto da colchicina na viabilidade de astrocitos
ainda sdo limitados. Contudo, Rao et al, (2021), demonstraram que a administracao
intracerebro-ventricular de colchicina (7,5 pM) em ratos modelo de Alzheimer provocou uma
reducdo na contagem de astrocitos vidveis no tecido cerebral. Outros trabalhos (Essawy et al.,
2019; Joy et al., 2019) também relataram um aumento na ativagao de astrocitos, especialmente
na regido do cortex pré-frontal, apdés administracdo intracerebral de colchicina em
concentragcdes igualmente elevadas (7,50 uM). Vale destacar que os estudos mencionados
utilizaram doses muito superiores as empregadas no presente trabalho, além de vias de
administracdo diretas no cérebro, o que difere substancialmente da abordagem in vitro com
baixas concentragdes. Essa discrepancia metodologica pode justificar a divergéncia entre os
resultados obtidos.

Em relacdo as células PC12, Takadera; Nakajima; Kanai, (2010) investigaram os efeitos
citotoxicos da colchicina por meio da quantificacdo da liberacdo de lactato desidrogenase
(LDH) no meio extracelular, indicador cldssico de dano & membrana plasmatica. Os autores
observaram que a concentragdo de 0,1 uM de colchicina, apds 24 horas de tratamento,
promoveu um aumento significativo na liberacdo de LDH, indicando comprometimento da
integridade celular. Além disso, o dano celular induzido foi dose-dependente. Esse achado foi
diferente do trabalho atual, uma vez que concentragdes maiores, por exemplo as concentragdes
utilizadas nos demais ensaios (0,312, 0,156 e 0,07815 uM) j4& ndo afetavam de forma
significativa a viabilidade da célula. Essa divergéncia pode ser atribuida a diferengas
metodologicas entre os estudos, como o tipo de ensaio empregado (liberacdo de LDH versus

viabilidade celular por MTT) ou mesmo as condi¢des especificas da cultura celular.
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Lindenboim; Haviv e Stein, 1995 ao investigarem os mecanismos de inducdo de
apoptose por diferentes substincias, incluindo a colchicina, observaram que a exposi¢ao a 25,1
UM de colchicina durante 24 horas reduziu significativamente a viabilidade celular, atingindo
46 + 2% (SD) conforme determinado pelo ensaio de MTT. No presente estudo, ndo foram
testadas concentragdes superiores a 10 uM, porém verificou-se que essa concentragao ja
resultava em uma viabilidade semelhante (aproximadamente 46,57%). Dessa forma, ndo se fez
necessario o uso de concentragdes mais elevadas, considerando que o objetivo era identificar
concentragdes que ndo comprometessem significativamente a viabilidade celular.

Larsson et al., (2020) investigaram fatores que influenciam a reprodutibilidade e a
confiabilidade do ensaio de viabilidade celular por MTT. Os autores destacaram variaveis
criticas como a temperatura de armazenamento da substancia apds diluigdo em DMSO, o tempo
decorrido desde a dilui¢do, a concentragdo de DMSO (sendo recomendado nao ultrapassar 1%)
e a qualidade da placa de 96 pocos utilizada. Foi constatado que, com o aumento dos dias de
armazenamento, os valores de IC50 tendem a diminuir. Além disso, a temperatura de
conservagao (4 °C ou —20 °C) também alterava os valores de IC50, mesmo para o mesmo
periodo de armazenamento. Por fim, apontaram que a concentracdo da substincia testada era o
principal determinante da resposta de viabilidade celular.

Dessa forma, diferengas metodologicas entre os estudos, como a concentracdo utilizada,
a diluicao em DMSO, o tempo ¢ a forma de armazenamento da substancia, entre outros, podem
justificar as divergéncias nos resultados observados tanto para astrocitos quanto para células
PC12. No presente estudo, destaca-se que a colchicina era sempre diluida imediatamente antes
do uso, o que pode ter contribuido para a consisténcia dos dados obtidos.

Para avaliar o estresse oxidativo citosolico, foi utilizado o ensaio com marca¢do por
DCFH-DA. Em ambas as linhagens celulares estudadas (astrécitos e PC12), o LPS aumentou
de forma estatisticamente significativa o estresse oxidativo citosélico. Em relagao ao tratamento
com colchicina, as trés concentragdes testadas (Coll: 0,312 uM; Col2: 0,156 uM; Col3: 0,078
uM) conseguiram reduzir o estresse oxidativo desencadeado pelo LPS nas linhagens de
astrocitos e de PC12. Sugerindo-se que a colchicina, nas concentragdes € no tempo aqui
estudados, apresentou efeito antioxidante em ambas as linhagens avaliadas. Estudos que tenham
avaliado diretamente os efeitos da colchicina nesse tipo de ensaio com marcagdo por DCFH
DA, especificamente em astrocitos ou em células PC12, sdo limitados, uma vez que nao foram
encontrados registros na literatura. No entanto, em outros tipos celulares, Zhou et al., (2023)

demonstraram que a colchicina protege células endoteliais do estresse oxidativo induzido por
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etanol e Zhang; Feng; Jiang, (2021) evidenciaram efeito antioxidante da colchicina em células
RAW 264.7 estimuladas com LPS.

Além disso, outros ativadores de Nrf2, como a troglitazona (Zhang et al., 2025), a
fucoxantina — um derivado de algas marrons (Lee et al., 2023), compostos da planta Dictamnus
dasycarpus (Bettiol et al., 2021) e substancias oriundas da planta Sargassum serratifolium
(Yoon; Youn; Jun, 2021) apresentaram efeito antioxidante no mesmo teste por marcagdo com
DCFH-DA em cé¢lulas PC12. Para os astrocitos, o ativador de Nrf2 11-keto-B-boswellic acid
(KBA), um 4acido proveniente do extrato de Boswellia serrata, também apresentou efeito
antioxidante no ensaio com DCFH-DA (Ding et al., 2014).

A avaliagdo do estresse oxidativo em ambiente extracelular (meio condicionado) nas
linhagens de astrocitos e PC12 revelou que a exposi¢do ao LPS (50 pg/mL) por 24 horas nao
promoveu elevagao significativa nos niveis extracelulares de NO.~, embora apds 48 horas tenha
sido observada aumento estatisticamente significativo entre os grupos LPS. O tratamento com
colchicina, por sua vez, reduziu esses niveis de forma discreta e sem significancia estatistica
em relagdo ao LPS. Considerando a comparagdo LPS 24hx 2* Momento, alguns os grupos
tratados com colchicina ainda apresentaram elevacdo de NO:~ estatisticamente significativa.
Dessa forma, a colchicina ndo apresentou efeito antioxidante neste ensaio.

Por outro lado, a analise do estresse oxidativo intracelular por DCFH-DA e por dosagem
dos niveis de (NO2") ndo foram completamente congruentes, tanto para astrocitos quanto para
a linhagem PC12. O ensaio com DCFH-DA evidenciou aumento estatisticamente significativo
do estresse oxidativo induzido pelo LPS, seguido de diminuicdo apds o tratamento com
colchicina em ambas as linhagens. Por outro lado, as alteragcdes observadas na dosagem de
(NO2") (aumento pelo LPS e redugdo pela colchicina) ndo apresentaram significancia
estatistica. Deve-se salientar que o DCFH-DA detecta diretamente o acimulo de ROS dentro
das células, enquanto a dosagem de NO: reflete indiretamente a atividade da iNOS e a
liberagdo de espécies reativas de nitrogénio no meio extracelular, isto é, no meio de cultura.
Essa diferenca metodologica pode explicar a divergéncia entre os resultados dos ensaios.

Miljkovic et al., (2004) refor¢am essa interpretagdo, no qual apontam que os niveis de
(NO27/NOs") em astrocitos podem ser elevados em resposta a estimulos inflamatdrios que
aumentam a atividade da 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS). Diferentemente do presente
estudo, os autores observaram que o pré-tratamento dos astrdcitos com colchicina (0,1 e 1 uM),
15 minutos antes da estimulacdo com taxol, reduziu de forma estatisticamente significativa os
niveis de nitrito. Os pesquisadores sugerem que agentes desestabilizadores de microtibulos,

como a colchicina, podem modular a expressao de iNOS. Quanto a linhagem PC12, ainda nao
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foram encontrados estudos na literatura que avaliem o efeito da colchicina na producao de
(NO2") utilizando essa célula.

Pesquisas que utilizaram outros ativadores de Nrf2 apresentaram resultados semelhantes
aos do presente estudo. Em astrocitos, Narayanan et al., (2015) demonstraram que o resveratrol
reduziu significativamente a producdo de (NO:2") em amostras mitocondriais. Em relagao a
linhagem PC12, Li et al, (2007) evidenciaram que a ativacio de Nrf2 pela terc-
butilhidroquinona aumentou significativamente os niveis da enzima antioxidante heme
oxigenase-1 (HO-1), contribuindo para a redu¢do de marcadores de estresse oxidativo,
incluindo (NOz"). Corroborando esses achados, Vargas et al., (2006) sugerem que a ativacao de
Nrf2 diminui os niveis de espécies reativas de nitrogénio, como (NO:), ao estimular a
expressao de enzimas antioxidantes, como a HO-1, e as vias de sintese de glutationa.

Para a determinagao dos niveis das citocinas pro-inflamatorias IL-1p, IL-6 ¢ TNF-a, foi
empregada a técnica de ELISA, conforme o protocolo do fabricante (BioLegend ELISA
MAX™ Deluxe Set). Nos astrocitos, ambas as concentracdes de colchicina testadas foram
capazes de reduzir os niveis das citocinas mencionadas no meio condicionado e no homogenato
celular, cujos niveis estavam aumentados apos a exposi¢ao ao LPS (50 pg/mL) por 24 horas.
Ressalta-se que significancia estatistica foi observada apenas na dosagem de TNF-a no meio
condicionado, ao comparar os grupos LPS % LPS + Colz (0,156 uM). Esses resultados sugerem
que a colchicina, nas concentracdes € no tempo avaliados, pode exercer um efeito anti-
inflamatoério, principalmente pela redugdo nos niveis de TNF-a em astrocitos ativados com
LPS.

Para a linhagem PC12, a exposi¢do a LPS 50 pg/mL por 24 horas nao causou alteragdes
estatisticamente significativas nos niveis das citocinas IL-1p, IL-6 ¢ TNF-a, tanto no meio
condicionado quanto no homogenato celular. Além disso, a colchicina também nao provocou
modificagdes estatisticamente significativas nesses niveis. Apesar da auséncia de significancia
estatistica, observa-se que a concentracao Col2 (0,156 uM) apresentou aumento dos niveis de
IL-6 e TNF-a no meio condicionado. Portanto, sugere-se que, nas concentragdes € tempo
testados neste estudo, a colchicina nao altera os niveis de citocinas pro-inflamatorias em células
PC12, as quais também nao foram estimuladas com LPS 50 pg/mL por 24 horas. Nosso estudo,
¢ pioneiro quanto a expressao de IL-1B, IL-6 e TNF-o em homogenato celular ou meio
condicionado de astrocitos tratados com colchicina, e com outros ativadores de Nrf2. Essa
lacuna também se aplica a linhagem PC12, com exce¢do do estudo de Kahremany et al., (2019),
no qual um composto sintético ativador de Nrf2 causou uma redugdo dos niveis de citocinas

IL-6 e IL-8 em homogenato celular de PC12 estimuladas com LPS. Esse achado diferiu em
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relacdo ao presente trabalho, haja vista que a colchicina, um ativador de Nrf2, ndo alterou os
niveis das citocinas pro-inflamatorias avaliadas nas células PC12.

Além disto, foi evidenciado o LPS 50 pg/mL por 24 horas aumentou os niveis das
citocinas IL-1p, IL-6 e TNF-a em astrocitos, enquanto esse efeito ndo foi observado nas células
PC12. O LPS de Escherichia coli (E. coli) estimula a producao de citocinas pro-inflamatorias
principalmente por meio da ativagdo do Toll-Like Receptor 4 (TLR4), que reconhece o LPS
como um padrao molecular associado a patdogenos (PAMP). A estrutura do LPS ¢ composta por
um antigeno O, um oligossacarideo central e um lipidio A, sendo esta ultima porg¢do a
responsavel pelo reconhecimento pelo TLR4 A ligacdo entre LPS e TLR4 envolve a formacao
de um complexo com os correceptores MD-2 e CD14. (Lan et al., 2022; Nebel et al., 2012).
Nesse processo, 0 CD14 atua tanto como receptor do LPS quanto como adaptador que transfere
o LPS ao TLR4, iniciando a cascata de sinalizagdo (Da Silva Correia et al., 2001).

Ap6s a formagao do complexo LPS-CD14-MD-2-TLR4, o TLR4 dimeriza, o que resulta
no recrutamento de proteinas adaptadoras intracelulares, como a proteina MyD88 (gene 88 da
resposta primdria a diferenciagdo) e outras proteinas adaptadoras contendo dominio TIR
(Jeyaseelan et al., 2007; Khan et al., 2017). A via de sinalizacdo dependente de MyD88 ativa
diversas cascatas intracelulares a jusante, levando a ativacgao do fator nuclear kappa B (NF-«xB).
O NF-kB atua como fator de transcri¢do, iniciando a expressdo de vdarias citocinas pro-
inflamatdrias, como IL-6, TNF-a e IL-1B (Nebel et al., 2012; Zhuang et al., 2020).

Diante disso, avaliam-se os niveis de expressao de TLR4 e de CD14 nos astrdcitos e nas
PC12. Tarassishin; Suh; Lee, (2014) evidenciaram que astrdcitos aumentam significativamente
a expressdo de CD-14 apos estimulo com LPS, o qual, como foi mencionado anteriormente,
facilita o reconhecimento e endocitose do LPS por meio do TLR4. No entanto, apesar das PC12
expressarem TLR4 funcional, os niveis de expressdo de TLR4 e seu acoplamento com o CD-
14 sdo diferentes daqueles que acontecem nos astrocitos, durante a exposicao ao LPS (PARK
etal., 2017). (Dong et al., 2014) sugerem que ha uma alta expressao constitutiva de CD-14 nos
astrécitos em comparag¢do a linhagem PC12, além de que a expressdo de TLR4 na superficie da
c¢lula depende da cooperagdo com o CD14, a qual j&4 ndo ¢ bastante pronunciada na PCI12.
Todos esses fatores podem tornar o astrocito mais sensivel que a PC12 nas vias de sinalizagdo
induzidas por LPS, portanto esses fatores podem explicar o motivo pelo qual astrdcitos
expressaram citocinas apos exposi¢ao ao LPS, ao passo que o mesmo ndo ocorreu com a PC12.
Outro ponto que corrobora a ideia de maior sensibilidade de astrocito se encontra nos ensaios
de marcagdo com DCFH-DA e Rho, em que fica evidenciado maior grau de ativagdo dos

astrocitos, em comparacao a linhagem PC12
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Para avaliar os efeitos da colchicina na permeabilidade transitéria da mitocondria
(MPT), foi induzido o swelling mitocondrial por meio da adi¢do de ions Ca?*". O poro de
permeabilidade transitoria da mitocondria (MPTP) regula a entrada de ions Ca** no interior da
mitocondria. Quando ocorre desregulacdo ou abertura sustentada desse poro, hd entrada
excessiva desses ions, provocando aumento da pressdo osmotica devido a atracdo exercida
pelos ions sobre o liquido mitocondrial. Como consequéncia, ocorre o inchago mitocondrial
(swelling). A diminuicao dos valores de absorbancia (A), medidos a 540 nm ao longo do tempo,
indica o incha¢o mitocondrial. Dessa forma, valores elevados de AA (A inicial — A _final)
refletem uma reducdo acentuada da absorbancia ao longo do tempo, indicando swelling da
mitocOndria (Aratjo et al., 2022; Tahara; Navarete; Kowaltowski, 2009).

Diante disso, em relagdo aos astrocitos, tanto o LPS quanto a associacdo LPS + Col;
(0,312 uM) provocaram uma discreta elevacao nos valores de AA, embora sem significancia
estatistica. Ja os grupos LPS + Col, (0,156 uM) e LPS + Colz (0,078 uM) apresentaram uma
leve redugd@o nos valores de AA, também sem significancia estatistica. Desa forma, conclui-se
que a colchicina ndo exerceu efeito sobre a permeabilide transitoria das mitocondrias de
astrocitos. Na linhagem PC12, observou-se uma discreta redug@o nos valores de AA induzida
pelo LPS, sem atingir significancia estatistica. No entanto, as trés concentragdes de colchicina
(0,312; 0,156 e 0,07815 puM), em associagdo com o LPS, promoveram uma redugdo
estatisticamente significativa dos valores de AA nas células PC12, de forma inversamente
proporcional a concentragdo. Ou seja, quanto menor a concentracdo de colchicina, maior foi a
reducao observada.

Esse efeito sugere que a colchicina diminuiu a permeabilidade transitéria mitocondrial
a niveis inferiores aos do grupo controle (valor basal) nessas linhagens celulares. Tal resultado
pode ser explicado pelo fato de que, neste estudo, o tratamento com LPS (50 pug/mL por 24 h)
nao foi suficiente para provocar um aumento acentuado da permeabilidade mitocondrial — isto
¢, ndo gerou um AA elevado. Caso isso tivesse ocorrido, seria plausivel esperar que a colchicina
revertesse esse aumento até niveis basais. Assim, a auséncia de um aumento expressivo
induzido pelo LPS pode justificar a redu¢do aparente da permeabilidade mitocondrial a valores
inferiores aos basais apds o tratamento com colchicina.

Os estudos que avaliam diretamente o impacto da colchicina no inchago mitocondrial
de astrocitos e de células PC12 sdo limitados, pois ndo se encontram pesquisas que tenham
realizado ensaio de swelling mitocondrial, em astrécito ou em PC12, apos tratamento com
colchicina, tampouco que tenham sido tratados com outros ativadores de Nrf2. No entanto,

pesquisas sugerem que a colchicina provoca um incha¢o da mitocondria na linhagem PC12,
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como consequéncia do aumento de MPT, muito embora ndo tenham feito ensaio de swelling
mitocondrial (Takadera; Nakajima; Kanai, 2010). Os autores sugerem que ela provoca esse
inchaco, uma vez que constataram aumento dos eventos de apoptose e de ativagdo de caspase
3 apo6s tratamento de PC12 com colchicina. O inchago mitocondrial ocorre durante um processo
de apoptose, esse aumento de volume da mitocondria provoca a liberacao de fatores pro
apoptoticos ao citoplasma da célula, como Citocromo C, que ativa as caspases e estimula o
evento de morte celular (Lee et al,, 2000). Portanto, eles sugerem uma via de apoptose
dependente de mitocondria, envolvendo um aumento do volume mitocondrial. o potencial de
agentes antioxidantes e ativadores da via Nrf2 em preservar a fungcdo mitocondrial.

Uma possivel explicacao para a divergéncia entre os resultados seria a concentracio de
colchicina empregada em cada estudo. No presente trabalho, foram determinadas concentragdes
que ndo afetassem a viabilidade da célula no ensaio do MTT, a partir desse momento foram
feitos os demais ensaios. De maneira contraria, (Takadera; Nakajima; Kanai, 2010) empregaram
concentragdes que prejudicavam a viabilidade da célula de maneira significativa. De fato, como
foi mencionado anteriormente, para uma dada substancia, a concentragdo ¢ o principal fator que
influéncia o resultado de viabilidade nos ensaios (Larsson et al., 2020).

O aumento de volume da mitocondria ¢ acompanhado por alteragdes no potencial
mitocondrial (Niquet; Liu; Wasterlain, 2005; You et al., 2024). No presente trabalho, o
potencial mitocondrial foi medido por meio da marcagdo com rhodamina 123, sendo parte do
ensaio realizado em citometria de fluxo. Nos astrocitos, as 3 concentragdes de colchicina
(0,312, 0,156 € 0,078 uM) nao foram capazes de aumentar o potencial mitocondrial ao mesmo
valor que o grupo controle, na verdade, eles intensificaram ainda mais o efeito do LPS, isto &,
diminuiram ainda mais o potencial mitocondrial. Isso pode ter ocorrido devido a um efeito 95
cumulativo do LPS e da colchicina. O LPS causa um estresse a célula, além do mais, a presenca
de alguma substancia, como a colchicina, também pode ser um fator estressor. Deve-se ter em
mente que no ensaio do MTT as células inicialmente estavam vidveis, ndo tinham passado pelo
estresse de exposi¢do ao LPS, de maneira contraria ao ensaio com rhodamina 123, no qual as
células j4 tinham sido expostas ao LPS, portanto poderiam estar mais sensiveis ao serem
expostas a uma outra substancia. Diante disso, sugere-se que a colchicina, na concentracdo e
no tempo estudados, ndo consegue restaurar o potencial mitocondrial dos astrocitos expostos
ao LPS.

Tratando-se da linhagem de PC12, o LPS causou uma diminui¢do do potencial
mitocondrial. Diante disso, a colchicina foi capaz de aumentar o potencial mitocondrial, porém

somente a Col2 (0,156 uM) permaneceu semelhante ao controle, as demais Coll (0,312 uM) e
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Col3 (0,078 uM) aumentaram significativamente até mesmo em comparagdo ao controle. Isso
sugere que a colchicina exerce efeito no potencial mitocondrial de células do SNC, tem-se um
efeito benéfico supostamente em uma célula neuronal, como ficou evidenciado aqui por meio
das células PC12. Li et al. (2007) e Vargas et al. (2006) demonstraram que a ativagdo de Nrf2
melhora a estabilidade mitocondrial e reduz o estresse oxidativo. Considerando que a colchicina
pode modular indiretamente essa via, seus efeitos observados aqui sobre a permeabilidade
mitocondrial podem refletir tal acdo antioxidante indireta, especialmente na linhagem PC12.

Estudos avaliando o impacto da colchicina no potencial de membranas mitocondriais
sao limitados, ndo existe pesquisa que tenha avaliado isso diretamente em células PC12 ou em
astrocitos. No entanto, utilizando células tumorais hepaticas (HepG2), Sheldon et al., (2011)
evidenciaram uma redugdo de 50-70% no potencial de membrana da mitocondria devido a
substancias desestabilizadoras de microtibulos, como a colchicina. Esse resultado foi diferente
do presente trabalho, uma possivel explicagdo seria as diferentes concentragdes de colchicina
empregadas. Os autores utilizaram uma concentracdo que intencionalmente prejudicou a
viabilidade da célula tumoral (10 uM), ndo sendo feito o mesmo no presente trabalho, nao
esquecendo de mencionar também que se tratava de células e objetivos de estudo diferentes.
Além do mais, corroborando com o presente trabalho, pesquisa envolvendo flavonoides
presentes em Polypodium hastatum, os quais sdo ativadores de Nrf2, restauraram a funcdo e o
potencial mitocondriais nas células PC12 (Yao et al., 2024).

Em relacdo aos astrocitos, empregando outros ativadores de Nrf2, (Wu et al., 2019)
evidenciaram uma diminuicdo do estresse oxidativo e uma restauragdo do potencial
mitocondrial, efeitos os quais foram por conta da neferina, destacando a via do Nrf2 na
viabilidade mitocondrial de astrocitos. (Morales-Rosales et al., 2021) sugerem que estresse
oxidativo e fun¢ao mitocondrial prejudicada estdo relacionados a diminui¢ao do potencial de
membrana da mitocondria nos astrocitos. De fato, no presente trabalho, estresse oxidativo
também ocorreu, como evidenciado pela marcagdo com DCFH-DA, juntamente com
diminui¢do de potencial da mitocondria, porém a colchicina ndo restaurou o potencial, apesar
de ter diminuido o estresse oxidativo citosolico.

Pesquisas indicam uma relacdo entre potencial da membrana mitocondrial, tumescéncia
da mitocondria e apoptose nos mecanismos de morte celular (Kwong; Molkentin, 2015;
Pastorino et al., 1999; Schinzel et al., 2005). Pastorino ef al. (1999). A diminuicao do potencial
mitocondrial seria um indicador inicial do processo de apoptose, essa diminuic¢ao, além do mais,
prejudica o processo de sintese de ATP e demais processos metabolicos. Além disto, ela

desencadeia uma abertura do poro de permeabilidade transitéria, o que permite maior influxo
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de solutos, por exemplo iéns Ca’, levando a uma entrada desregulada de liquido para dentro
da mitocondria. Por conseguinte, a mitocondria tem seu volume aumentado e, por ultimo, sofre
apoptose.

Zhao; Ji e Mao (2012) sugerem que diminuicao do potencial mitocondrial ¢ associado
com inducdo de apoptose em células hepaticas, tal diminui¢do foi relacionada também com
liberagao de fatores pro-apoptdticos, como citocromo C a partir da mitocondria. Eles também
evidenciaram que ativacdo do poro de permeabilidade transitéria provoca um aumento de
volume da mitocondria e uma liberacdo de citocromo ¢, destacando o dano inicial a nivel de
mitocondria como estimulo para apoptose. Evidéncias apontam que proteinas pertencentes a
familia Bcl-2, Bax e Bak, facilitam a abertura do poro de permeabilidade transitéria,

provocando a tumescéncia mitocondrial durante a apoptose (Karch et al., 2013).
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7 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a colchicina, em concentracdes consideradas ndo
citotoxicas para astrocitos e células PC12 previamente expostas ao LPS, apresenta efeitos
distintos entre essas duas linhagens celulares. Nos astrdcitos, a colchicina exibiu um efeito
predominantemente antioxidante e anti-inflamatério, evidenciado pela reducdo dos niveis de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e, em parte, das citocinas pro-inflamatorias. No entanto,
ndo foi capaz de restaurar pardmetros relacionados a integridade mitocondrial, como o potencial
transmembranico e o controle da tumescéncia mitocondrial, apresentando portanto, uma
vulnerabilidade da linhagem glial frente a disfungdo mitocondrial.

Por outro lado, nas células PC12, a colchicina demonstrou um perfil mais robusto de
protecao celular. Além do efeito antioxidante, restaurar o potencial mitocondrial e reduzir a
tumescéncia mitocondrial, indicando uma preservacdo efetiva da funcdo mitocondrial.
Entretanto, os dados também sugerem que, apesar desses efeitos benéficos, ndo houve reducao
consistente dos niveis de mediadores inflamatérios, o que sinaliza que o impacto da colchicina
sobre a inflama¢@o na linhagem PC12 foi limitado. Assim, os achados reforgam a hipdtese de
que os efeitos citoprotetores da colchicina sdo dependentes do tipo celular, refletindo as
diferentes caracteristicas bioenergéticas, funcionais e de sensibilidade ao estresse entre
neurdnios e células da glia possuem. Ainda, os dados obtidos corroboram com a literatura que
associa a modulacao da via Nrf2-Keap1 a proteg¢do contra o estresse oxidativo € a manutengao
da homeostase celular, destacando a colchicina como um agente modulador dessa via, embora
seu impacto completo sobre inflama¢do e disfuncdo mitocondrial possa variar conforme o

contexto celular.
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