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INTRODUCAO:

A Doenca de Alzheimer é a causa mais comum de deméncia, responsavel por 70% de todos
0s casos no mundo. Pode-se caracterizar como um estado persistente de deterioragdo cognitiva,
incluindo perda de memodria, dificuldade de comunicacao e de compreensao, diminuicdo da capacidade
de atencéo; de deterioracéo funcional, incluindo problemas de coordenacao e de percepg¢do visual; e de
deterioracao emocional, incluindo sintomas depressivos, ansiosos, delirios, alucinacdes e agressividade
(DAROFF; AL, 2012). No Brasil, a possibilidade é de que existam cerca de 1,2 milhdo de pessoas com
Alzheimer (PEDRO, 2020).

Estudos recentes apontam que a neuroinflamacao esteja intimamente relacionada ao acumulo
de placas amiléides, de emaranhados neurofibrilares e também da disfuncdo mitocondrial e a hipétese
amildide tem sido a base para a maioria dos trabalhos sobre a patogénese da Doenca de Alzheimer
(HARDY, 2009). Dentre as caracteristicas principais da patologia do Alzheimer estao as placas amil6ides
e os emaranhados neurofibrilares (NFTs), compostos principalmente de filamentos de proteina Tau
hiperfosforilada. O acumulo de oligbmeros de [-amildide leva tanto a biogénese quanto a
hiperfosforilagdo da proteina Tau, acumulada em regides de sinapses neuronais (LANE; HARDY;
SCHOTT, 2017). A perda neuronal e de sinapses € paralela a formacéao dos emaranhados neurofibrilares
(MIRRA et al., 1991).

Algumas das moléculas envolvidas nos processos inflamatérios séo as citocinas, produzidas por
diversos tipos de células em locais de lesé@o e por células do sistema imunoldgico através da ativacao
de proteinas quinases por mitégenos (LIN; CALVANO; LOWRY, 2000). Algumas citocinas podem ter
acles proé-inflamatoérias (Thl) ou anti-inflamatérias (Th2), como a interleucina 10, de efeito anti-
inflamatério e produzida pela contracdo muscular durante o exercicio fisico.

Como objetivo geral, o presente projeto pretende analisar os efeitos do tratamento com IL-10
recombinante sobre parametros inflamatérios, mitocondriais e morfolégicos em células hipocampais
HT22 expostas a oligdmeros de beta-amiléide e LPS.

METODOLOGIA:

1. CULTURA DE CELULAS
Sera utilizada a linhagem celular HT-22 (células neuronais hipocampais de camundongos),
cultivada em meio de cultura DMEM (#12100046; Gibco, Thermo-Fisher Scientific) contendo 10% de
Soro Fetal Bovino (#12657029; Gibco, Thermo-Fisher Scientific) e 1% de Penicilina e Estreptomicina
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(#15070063; Gibco, Thermo-Fisher Scientific). Para a diferenciacao celular, as células seréo plagueadas
e posteriormente mantidas em meio NeuroBasal contendo 2mM de glutamina e suplemento B27 por 24
e 48 horas antes do experimento (HE et al., 2013).

2. OLIGOMEROS DE PEPTIDEOS BETA-AMILOIDE, LIPOPOLISSACARIDEOS (LPS) E
TRATAMENTO COM IL-10

Para o protocolo de oligomerizagao, células HT22 serdo incubadas com 500 nM of ABOs ou o
volume correspondente do veiculo conforme previamente descrito (LOURENCO et al., 2019). A adi¢éo
de IL-10 recombinante como tratamento sera feita durante o periodo de diferenciacdo das células HT22,
de aproximadamente 48h. Por alguns desafios encontrados no fornecimento e uso dos oligbmeros,
foram-se utilizados lipopolissacarideos (LPS) para incubagdo com tratamento posterior com IL-10. O
LPS tem atuacdo semelhante aos oligdbmeros de beta-amildide na neuroinflamacéo e na contribuicéo da
patologia do Alzhaimer.

3. AVALIACAO DE NEURITOS E ESTRUTURA MITOCONDRIAL
Células HT-22 seréo plaqueadas em laminulas preparadas em placas de 24 pocos e previamente
incubadas com oligbmeros beta-amiloide + IL10. As mitocondrias serdo marcadas utilizando MitoTracker
DeepRed (#8778, Cell Signaling Technologies). As fotos seréo adquiridas em microscépio de
fluorescéncia disponibilizado pelo INFABIC. O cumprimento de neuritos ser4 mensurado através do
Software ImageJ.

4. ANALISE DO CONTEUDO PROTEICO POR WESTERN BLOTTING
Os extratos de células HT22 serdo homogeneizados em tampao de lise e a proteina total sera
quantificada pelo método BCA (Thermo-Scientific). Os anticorpos primarios e seus respectivos
secundarios serdo preparados e incubados de acordo com instrucdes do fabricante. A reacdo do
anticorpo secundario com a solu¢cdo quimioluminescente serd detectada e visualizada através de
fotodocumentador e a intensidade das bandas sera quantificada por densitometria utilizando o software
ImageJ v1.53.

5. ANALISE ESTATISTICA
Os resultados sao quantificados e analisados estatisticamente através do software GraphPad
Prism 6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA) utilizando andlise por Teste T, One-Way ANOVA ou
Two-Way ANOVA, seguidas de poOs-teste em adequacdo ao experimento realizado. Os dados serdo
expressos considerando p<0,05 como estatisticamente significante.

RESULTADOS E DISCUSSAO:
e PADRONIZACAO DA DIFERENCIACAO CELULAR E IMUNOFLUORESCENCIA

Para a utilizacdo em experimentacdo, as células hipocampais tiveram a diferenciacao induzida em
meio NeuroBasal com suplemento B-27 com “time course” de 00h, 24h, 48h e 72h para analise estrutural
e da viabilidade celular. Foi escolhido o tempo de 48h de diferenciacdo em meio NeuroBasal como ideal
por meio da imunofluorescéncia.

Figura 2. Imunofluorescéncia com marcagdo em HOESCHT para acidos nucleicos e BllI-Tubulina para
neuritos com grupo controle (CTL) e periodos de 24h, 48h e 72h de diferenciacéo das células HT-22 em
meio neurobasal.
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e ANALISE DA VIABILIDADE CELULAR POR WESTERN BLOTTING
Além da analise por imagem feita por imunofluorescéncia, a investigacdo do conteudo celular por
western blotting também foi realizada para confirmar os parametros percebidos na imunofluorescéncia.
Houve um aumento da confluéncia (porcentagem da &rea do meio de crescimento coberto por células)
que se tornou um fator limitante da viabilidade, reafirmando o tempo de 48h.

Figura 3. Western Blotting com analise das proteinas BllI-Tubulina, de carater estrutural em neuritos, e
GAPDH, enddgeno utilizado como controle, nos periodos de diferenciagéo controle (CTL), 48h e 72h em
meio neurobasal.
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e ENSAIO DE MTT - VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular frente a Interleucina 10 seré avaliada pelo Ensaio de MTT, no qual as células
HT-22 serdo cultivadas e incubadas na presenca e na auséncia de IL-10 para padronizar a concentracdo
ideal que seria utilizada em todo o experimento.

O resultado abaixo demonstra reducgéo significativa da viabilidade celular pela diferenciagdo em
meio adicionado de IL-10 a partir da concentracéo de 25 ng/mL em relagé@o as células controle (CTL=
100.0 vs. IL-10 25 ng/mL=81.11 p=0.0207, n=4) enquanto a concentracdo de 10 ng/mL ndo demonstrou
alteracéo significativa da viabilidade (CTL= 100.0 vs. IL-10 10 ng/mL= 90.85 p=0.4858), sendo esta a
concentracdo escolhida para os passos subsequentes.

Figura 4. Curva de IL-10 em Ensaio de MTT com sete concentragcbes em ng/mL de meio de
diferenciacdo neurobasal com andlise do percentual de viabilidade celular.
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o TRATAMENTO COM BETA-AMILOIDE E IL-10 RECOMBINANTE

O oligbmero de beta-amiloide, substancia de interesse principal neste projeto, se em grande
quantidade e acumulado nas regibes de sinapses neuronais, € responsavel pelos processos
neurodegenerativos caracteristicos da Doenca de Alzheimer.
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Figura 5. Western blotting (WB) das células HT-22 diferenciadas por 48h submetidas a IL-10 (10 ng/mL),
ABOs (500 nM) ou a combinagédo de ambos por 24h. Os graficos mostram a densitometria das bandas
observadas por WB para AB (A), p-STAT3 (B) e p-TAU (C). A analise de variancia de um fator (One-Way
ANOVA) foi utilizada em todos os resultados.
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e TRATAMENTO COM LIPOSSACARIDEOS E IL-10 RECOMBINANTE

Em revisdo de literatura realizada por Zhan, Stamova e Sharp (2018), foi proposto que
lipopolissacarideos (LPS), encontrados na parede de todas as bactérias Gram-negativas, podem
desempenhar um papel na etiopatogenia do Alzheimer, com a formac&o de amiloide extracelular, de
forma semelhante aos oligbmeros de beta-amiloide.

Figura 6. Western blotting (WB) das células HT-22 diferenciadas por 48h submetidas a IL-10 (10 ng/mL),
LPS e a combinacédo de ambos por 24h. Os graficos mostram a densitometria das bandas observadas
por WB para OXPHOS (A), p-TAU (B) e p-STAT3(C). A andlise de variancia de um fator (One-Way
ANOVA) foi utilizada em todos os resultados.
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CONCLUSOES:

Os ABOs aumentaram a fosforilagdo de STAT3, nédo apresentando o efeito esperado no acimulo
de AB ou p-Tau. Notavelmente, a IL-10 preveniu eficazmente a hiperfosforilagdo de STAT3 induzida por
ABO. Este achado é relevante, visto que a ativagdo de STAT3 esta implicada na transcrigdo de genes
pro-inflamatorios.

Por mais que, graficamente (figura 6), o tratamento com IL-10 tenha promovido um aumento das
proteinas OXPHOS e p-TAU se comparado aos outros grupos, este aumento nao representou diferenca
estatistica significativa. No entanto, a diminuicao gréfica da p-STAT3 (figura 6.c) na presenca de LPS —
com ou sem tratamento — nos direciona a um olhar atento e investigativo para entender o contexto, bem
como a diminuicdo da OXPHOS com tratamento de IL-10 recombinante em compracao aos grupos

controle e LPS (figura 7).

BIBLIOGRAFIA

DAROFF, R. B.; AL, E. Bradley’s neurology in clinical practice. Philadelphia, Pa: Elsevier/Saunders,
2012.

HARDY, J. The amyloid hypothesis for Alzheimer's disease: a critical reappraisal. Journal of
Neurochemistry, v. 110, n. 4, p. 1129-1134, 18 maio 2009.

HE, M. et al. Differentiation renders susceptibility to excitotoxicity in HT22 neurons. PubMed, 15 maio
2013.

LANE, C. A.; HARDY, J.; SCHOTT, J. M. Alzheimer’s disease. European Journal of Neurology, v. 25, n.
1, p. 59-70, 19 out. 2017.

LIN, E.; CALVANO, S. E.; LOWRY, S. F. Inflammatory cytokines and cell response in surgery. Surgery,
v. 127, n. 2, p. 117-126, fev. 2000.

MIRRA, S. S. et al. The Consortium to Establish a Registry for Alzheimer’s Disease (CERAD): Part II.
Standardization of the neuropathologic assessment of Alzheimer’s disease. Neurology, v. 41, n. 4, p.
479-479, 1 abr. 1991.

PEDRO. Doenca de Alzheimer: saiba mais sobre a principal causa de deméncia no mundo | InformaSUS-
UFSCar. Disponivel em: <https://informasus.ufscar.br/doenca-de-alzheimer-saiba-mais-sobre-a-
principal-causa-de-demencia-no-mundo/>.

Zhan X, Stamova B, Sharp FR. Lipopolysaccharide Associates with Amyloid Plagues, Neurons and
Oligodendrocytes in Alzheimer's Disease Brain: A Review. Front Aging Neurosci. 2018 Feb 22;10:42.
doi: 10.3389/fnagi.2018.00042. PMID: 29520228; PMCID: PMC5827158.

XXXIIl Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNICAMP — 2025 5



