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O resveratrol (RES) é uma molécula com propriedades na saude humana incluindo
acOes anti-inflamatorias e antioxidantes, e no retardo do envelhecimento celular. Entretanto,
ndo esta claro se o estado oxidativo basal da célula tem alguma influéncia sobre os efeitos
desta molécula. Em seres humanos, um polimorfismo de um Unico nucleotideo (SNP) esta
presente na enzima superoxido dismutase dependente de manganés (SOD2), localizada no
codon 16 (rs4880), que pode ser tanto uma alanina (A) ou valina (V). Este SNP provoca um
desequilibrio nos niveis celulares de SOD2, onde os genétipos AA e VV resultam em maior
ou menor atividade enzimatica, respectivamente. Além disso, o genétipo VV tem sido associ-
ado com elevados niveis de citocinas inflamatdrias. Nesse contexto, o presente estudo teve
como objetivo investigar a influéncia do polimorfismo Alal6Val-SOD2 no efeito anti-
inflamatorio in vitro do RES em células monucleares do sangue periférico (CMSPs), através
da andlise da viabilidade, proliferacdo celular, parametros oxidativos, inflamatérios e na mo-
dulacdo da expressdao do mrNA e proteina da enzima Sirtuina 1 que esta relacionado com o
retardo da senescéncia celular. A proliferacdo celular (em 24 e 72 horas), foi analisada utili-
zando ensaio de MTT, e alguns biomarcadores oxidativos e citocinas (IL-1p, IL-6, TNF-a,
IFT-y e IL-10) também foram quantificados. Alem disso, os efeitos do RES sobre a expressdo
do gene da SIRT1 foram avaliados por gqRT-PCR. NGs observamos que, apds 24 horas de ex-
posicdo ao RES, as CMSP-AA apresentaram uma reducdo na proliferacdo celular, enquanto
as CMSP-VV apresentaram o contrario disto, embora, depois de 72 horas, a proliferagdo celu-
lar foi semelhante em células homozigéticas quando comparado ao grupo controle. Na con-
centracdo de 10 uM de RES, houve uma diminuicéo significativa na producdo de citocinas
inflamatorias em CMSP-AA. No entanto, as CMSP-VV geralmente apresentam uma redugdo
sutil destas citocinas, exceto para TNF-a, que ndo foi afetado. Em todos os gen6tipos SOD2,
as células expostas ao RES resultaram em uma regulacdo positiva dos niveis de SIRT1. Em
conjunto, estes resultados sugerem que o efeito do RES na ativacdo de CMSPs ndo € universal
e € dependente do polimorfismo Alal6Val-SOD2.

Palavras-chave: Superdxido dismutase dependente de manganés. Sirtuina 1. Citocinas. Es-
tresse oxidativo. Resveratrol. Inflamagéo.
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Resveratrol (RES) is an anti-aging molecule that provides both anti-inflammatory and
antioxidant properties. However, it is unclear whether the basal oxidative state of the cell has
any influence on the effects of this compound. In humans, a single nucleotide polymorphism
(SNP) is present in the enzyme manganese superoxide dismutase (SOD2), localized in codon
16 (rs4880), which can either be an alanine (A) or valine (V). This SNP causes an imbalance
in the cellular levels of SOD2, where AA- and VVV-genotypes result in higher or lower enzy-
matic activity, respectively. Furthermore, the VV-genotype has been associated with high
levels of inflammatory cytokines. Here, we examined the effects of a range of RES concentra-
tions on the in vitro activation of human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) carry-
ing different Alal6Val-SOD2 genotypes. Cell proliferation (at 24 and 72 h) was analyzed
using an MTT assay and several oxidative biomarkers and cytokines (IL-1B, IL-6, TNF-a,
IFT-y and 1L-10) were also quantified. In addition, the effects of RES on the expression of the
SIRT 1 gene were evaluated by gRT-PCR. We show that after 24 h exposure to RES, A-
genotype PBMCs displayed a decrease in cell proliferation, whilst VV-cells contrasted this;
although after 72 h, cell proliferation was similar in homozygous cells when compared to con-
trol groups. At 10 uM RES, there was a significant decrease in the production of inflammato-
ry cytokines in A-allele cells; however, VV-cells generally displayed a subtle decrease in the-
se, except for TNF-a, which was not affected. In all SOD2 genotypes cells exposed to RES
resulted in an upregulation of SIRT 1 levels. Together, these results suggest that the effect of
RES on human PBMC activation is not universal and is dependent on the Alal6Val-SOD2
SNP.

Keywords: Superoxide dismutase manganese-dependent. Sirtuin 1. Cytokines. Oxidative
stress. Resveratrol. Inflammation.
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1 INTRODUCAO

1.1 Metabolismo oxidativo

1.1.1 Radicais livres e espécies reativas de oxigénio

Organismos aerobios produzem energia a partir da utilizacdo do oxigénio. Entretanto,
esta molécula facilmente se desestabiliza eletronicamente, produzindo moléculas denomina-
das radicais livres (RL) e espécies reativas de oxigénio ndo radicalares (EROs). Os RL possu-
em um ou mais elétrons desemparelhados em sua orbita externa (HALLIWEL, 2006), sdo
altamente instaveis e de meia-vida curta, tentam parear-se, retirando elétrons de outras molé-
culas integrantes da estrutura celular e causam danos quando o sistema redox estiver desequi-
librado (HALLIWELL, 1993). No entanto, existem nos compartimentos celulares e no in-
tersticio, moléculas altamente reativas e que ndo possuem elétron desemparelhado, como por
exemplo, o perdxido de hidrogénio (H,0,). As EROs podem ser produzidas em todos os orga-
nismos aerdbios, tanto em condicdes fisiologicas quanto patoldgicas. (FINKEL; HOLBRO-
OK, 2000; HALLIWELL, 2001).

As principais fontes de EROS sdo as organelas citoplasméticas que metabolizam o
oxigénio, o nitrogénio e o cloro, gerando grande quantidade de metabdlitos. Estas moléculas
sdo geradas no citoplasma, nas mitocodndrias ou na membrana plasmatica, e o seu alvo celular
(proteinas, lipideos, carboidratos e DNA) esta relacionado com o seu sitio de formacdo. As
mitocondrias sdo as principais organelas envolvidas, e nela o oxigénio molecular sofre redu-
cdo tetravalente até a formacdo de agua. Durante esse processo sdo formados intermediarios
reativos, tais como o anion superoxido (O,¢’), o peréxido de hidrogénio (H,O,) e o radical
hidroxila (OH-) (HALLIWELL, 2007). Além das mitocéndrias, as EROs e outros tipos de RL
também sdo produzidos por diferentes sitios celulares e vias metabdlicas, tais como os pero-
Xissomos e 0s sistemas enzimaticos xantina oxidase (XO), nicotinamida dinucleotideo fosfato
reduzida (NADPH oxidase) e dxido nitrico sintetase (NOS).

Dentre as EROs, o radical O,+ é 0 mais comum e abundante, e bastante difusivel tanto

no interior quanto entre as células in vivo, sendo o primeiro RL formado através da reducédo
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do oxigénio por um unico elétron durante a fosforilacdo oxidativa que ocorre na mitocéndria
(HALLIWELL, 2007). Por ser uma molécula que potencialmente pode reagir com outras mo-
léculas e causar danos celulares, existe um controle endégeno especifico nos niveis do anion
O,+". Este é feito via a acdo da enzima superoxido dismutase. A interacdo entre dois radicais
superoxidos com dois protons, na presenca da enzima superdxido dismutase (SOD), origina
H,0,. Pela reacdo com fons cobre (Cu*) ou ferro (Fe?*) que estdo presentes no citoplasma o

H,O, produz o radical OH-. Esta é denominada reacdo de Fenton (HALLIWELL, 2007).

Além disso, a reacdo entre o H,O, e &nion O,¢" na presenca de metais de transicdo como o

Cobre 1l e Ferro 11l também leva a formagdo do radical OH-, através da reacdo de Haber-
Weiss. Devido a alta afinidade do &nion O, com o 6xido nitrico (ON), ocorre a formacéao do
peroxinitrito (ONOO-) que é a espécie reativa de nitrogénio (ERN) também considerada co-
mo um potente agente oxidante, que pode causar extensa lipoperoxidacdo das membranas
(HALLIWELL, 2007). Até o momento ndo se conhece nenhuma enzima ou substancia capaz
de remover estes radicais no organismo (MORRIS et al., 1995; VAJDOVICH, 2008).

Atualmente é sabido que, em baixos niveis, tanto as EROs quanto as ERN séo funda-
mentais para a manutencdo da vida por participarem de processos fisiologicos essenciais no
organismo. Droge (2002) refere-se a participacdo dos RL em diversas rotas metabolicas e fisio-
I6gicas, como na regulacdo do ténus vascular, controle da producdo de eritropoietina e outras
fungdes induzidas pela hipdxia. Estas moléculas também participam na transducédo de sinais
envolvidos com a funcdo imune. No entanto, a producdo exacerbada e descontrolada das
EROs e ERNs leva a efeitos deletérios irreversiveis no metabolismo proteico, lipidico e no
DNA, podendo causar danos celulares e o desenvolvimento de doengas ndo-transmissiveis
(FOLKERTS et al., 2001).

Entretanto, é importante ressaltar que a producdo de EROs nem sempre € consequén-
cia do metabolismo aerdbio, podendo ser gerada também pelas oxidases (enzimas da mem-
brana plasmatica) como resposta a fatores de crescimento e citocinas e, consequentemente,
podem servir como segundo mensageiro em processos especificos de sinalizacdo celular e re-
gulagdo génica (BARZILAI et al., 2004).

1.1.2 Estresse oxidativo

O desequilibrio entre a produgdo de EROs e ERNs e moléculas antioxidantes, com
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predominio dos primeiros leva ao estresse oxidativo, desencadeando as mais diversas patolo-
gias organicas (SIES, 1993; BEST et al., 1999; BARBOSA et al., 2010). No entanto, o termo
“desequilibrio redox” tem sido utilizado desde a descoberta da participagao das EROs nos
processos de sinalizacao celular e ndo somente como moléculas causadoras de danos oxidati-
vo. Fatores enddgenos (genéticos) e exdgenos (ambientais) também podem levar a um au-
mento na producdo de EROs e, consequente, producdo de um estado de estresse oxidativo.
Entre as fontes exdgenas de EROs incluem luz ultravioleta (UV), radiacdo ionizante e agen-
tes quimicos (BERRA, 2006).

1.1.3 Peroxidacao lipidica

Denomina-se peroxidagdo lipidica a agdo das EROs e ERNs sobre a estrutura e fisio-
logia das membranas celulares atraves da oxidacdo dos &cidos graxos poli-insaturados pre-
sentes nos lipidios, assim como pela inibicdo da sintese dos lipidios, desnaturacdo de acidos
graxos ou ativacdo das lipases (GOETZ et al., 2008). Como consequéncia ao processo de
oxidacdo, ocorre alteracfes nas propriedades fisico-quimicas das membranas, alterando sua
fluidez e permeabilidade, com risco de ruptura da membrana plasmatica e extravasamento do
conteddo citoplasmatico (VASCONCELOS et al., 2007).

Durante as reaces que envolvem a oxidacdo dos lipidios varios produtos interme-
diarios sdo produzidos como, por exemplo, 0 malondialdeido (MDA) que reage com o gru-
po amina de purinas. Este metabdlito pode ser detectado através da técnica espectrofotomé-
trica do &cido tiobarbitdrico (TBARS), sendo importante indicador de peroxidacéo lipidica
(CATALGOL et al., 2007; JIA et al., 2007; LYKKESFELDT, 2007; MICALLEF et al.,
2007).

1.1.4 Carbonilacéo de proteinas

A acdo de espécies reativas sobre as proteinas envolve a formacgdo de um radical cen-
trado no carbono através da extracdo de He do carbono o em uma ligacdo peptidica. A reacéo é

seguida por um processo de fragmentacdo das cadeias e oxidacdo dos aminoacidos (principalmente 0s
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aromaticos), com producdo de carbonilacdo de compostos a partir de residuos de prolina, ar-
ginina e lisina (DALLE-DONE et al., 2003; VASCONCELOS et al., 2007).

A carbonilacdo também pode ocorrer através da reacao com aldeidos derivados da pe-
roxidacao lipidica (MDA) ou gerados a partir da reacdo de reducdo de acucar (glicose) ou pro-
dutos de sua oxidacdo com residuos de lisina (reacdes de glicacao e de glicoxidacdo forman-
do carboximetil-lisina) (ELLIS, 2007; VASCONCELOS et al., 2007). Segundo Ellis (2007), o
dano causado por aldeidos leva a perda da funcdo de proteinas e enzimas, danifica lipidios e
ainda leva a formacdo de adutos no DNA. Estas perturbaces moleculares podem culminar

com a morte celular.

1.1.5 Genotoxicidade

O estresse oxidativo também pode causar extensos danos ao DNA (genotoxicidade)
que pode, ou levar ao acumulo de muta¢6es que prejudicam a funcao destas células, ou indu-

zir a apoptose das mesmas, ou mesmo criam instabilidade gendmica que desencadeiam pro-

cessos carcinogénicos. Por exemplo, o radical OH- produzido por reac6es quimicas, como a
reacdo de Fenton, possui alta afinidade a molécula de DNA gerando quebras e outros danos
gendmicos (MURTAS et al., 2010).

Desse modo, ¢é de extrema importancia para as células a existéncia de um mecanismo
de defesa e reparo, uma vez que lesGes oxidativas, em certas biomoléculas, como no DNA e
na membrana celular, podem se tornar letais para as células. A fim de combater a producéo
excessiva das EROs provenientes de diversas fontes, as células humanas elaboraram um me-

canismo de defesa celular denominado sistema de defesa antioxidante (VALKO et al., 2007).

1.2 Antioxidantes

Para controlar os niveis de EROs e ERNs existem substancias que, em baixas concen-
tracOes, atuam impedindo a formac&o de espécies reativas ou combatendo as ja formadas. O
antioxidante ideal é aquele que apds exercer sua a¢do, possui baixa capacidade seguir a casca-

ta de oxidacOes. Estas substancias séo capazes de interceptar os radicais livres gerados pelo
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metabolismo celular ou por fontes exdgenas, impedindo o ataque a dupla ligacdo dos &cidos
graxos poli-insaturados, aos aminoacidos das proteinas, e as bases de DNA, evitando assim a
formacéo de lesdes e perda da integridade e estabilidade celular. Podem ter origem enddgena
(enzimatica) ou exdgena (ndo enzimatica) (YU, 1994; DEVARAJ; JIALAL, 2000).

1.2.1 Sistema de defesa exdgeno ou ndo enzimatico

E constituido por pequenas moléculas como glutationa (GSH) e micronutrientes como
vitaminas A, B, By, Bg, B12, C € E, cobre, zinco, selénio, carotendides, acido o-lipoico, acido
folico, acido Urico, albumina, coenzima Q19 (JOHANSEN et al., 2005). A glutationa e as vitami-
nas A, C e E atuam como aceptores de elétrons (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007), en-
quanto o selénio, ferro, zinco, cobre e manganés atuam como cofatores para enzimas antio-
xidantes (MACHLIN; BENDICH, 1987; OPARA, 2006).

A GSH é umtripeptideo (L-y-glutamil-L-cisteinilglicina) que desempenha funcfes es-
senciais na célula, salientando a sua funcdo como cofator da familia de enzimas glutationa
peroxidases (GPx), onde exerce papel protetor contra o estresse oxidativo, com sua oxidagédo
a glutationa oxidada (GSSG) (C20H32Ns012S,) (VASCONCELOS et al., 2007). A glutationa é
0 mais importante regulador ndo enzimatico da homeostase redox intracelular, em todos os
tipos de células (CIMEN, 2008).

O acido ascérbico ou vitamina C é geralmente encontrado sob a forma de ascorbato

em nosso organismo, que é a forma que atua como antioxidante, ao doar um He ou [H* + e-]
para um radical (VASCONCELOS et al., 2007). Esta localizado nos compartimentos aquosos
dos tecidos organicos, devido a sua alta solubilidade em agua.

Os polifendis sdo denominados quimicamente como substancias que possuem um anel
aromatico com grupos hidroxila, incluindo ésteres e glicosideos (D"ARCHIVIO et al., 2007).
No entanto, eles sdo agrupados em diferentes classes dependendo do nimero de anéis fendli-
cos e do tipo e numero de elementos estruturais que ligam os aneéis fenolicos, isto por causa
da diversa gama de estruturas. As classes incluem &cidos fendlicos simples, estilbenos, chal-
conas e flavonoides. (MANACH et al., 2004).

Encontram-se presentes em frutas e vegetais como uva, tomate, cha verde, azeitonas,

chocolate, entre outros. Os polifendis tém demonstrado atividade antioxidante, neutralizando
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EROs e ERNs (OLAS; WACHOWICZ, 2002; JOHANSEN et al., 2005; SINGH et al., 2008).
Sao os antioxidantes mais abundantes presentes na dieta, sendo que seu consumo diério pode
atingir 1g. Este consumo € muito maior que ingestdo de todos os outros fitoquimicos classifi-
cados como antioxidantes (MANACH et al., 2004; CERQUEIRA et al., 2007). De modo
geral, os polifendis e, em particular os flavonoides, possuem estrutura ideal para o sequestro
de radicais, sendo antioxidantes mais efetivos que as vitaminas C e E (BARREIROS et al.,
2006). Um dos polifendis mais estudados e reconhecidos é o resveratrol, membro da classe dos
estilbenos, encontrado em grande quantidade nas cascas de uvas, nozes, chocolate e em bebi-
das como vinho tinto, vem se destacando pelas suas propriedades antioxidantes e eficacia
farmacoldgica (D'ARCHIVIO et al. 2007; ORALLO, 2008).

1.2.2 Sistema de defesa enddgeno ou enzimatico

O sistema de defesa antioxidante enzimatico é a primeira linha de defesa antioxidante
constituido, principalmente, pelas enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR) (VILLANUEVA; KROSS, 2012), que
atuam diretamente sobre o anion O, e sobre 0 H,0, convertendo-0s em espécies menos rea-
tivas (SCANDALIOS 2005; KALYANARAMAN, 2013).

A SOD faz parte de um grupo de metaloenzimas abundantes em células aerdbias sendo
a principal enzima antioxidante que catalisa 0s ions O+ produzidos por todo organismo via
dismutacdo do O, em H,0,. Trés isoformas da SOD sdo conhecidas, dependendo do ion
contido em seu sitio ativo e 0 gene a partir do qual sdo sintetizadas. Assim, as mesmas dife-
rem entre si pela sua estrutura, e ndo pela sua fungdo propriamente dita:

e SOD1, citoplasmaética, dependente de cobre e zinco (Cu/Zn-SOD): é encon-
trada nos lisossomas e no nucleo de eucariontes, nos cloroplastos e em alguns
procariotos e apresenta estrutura homodimérica (CEMELI et al., 2009).

e SOD2, mitocondrial, dependente de manganés (MnSOD): é encontrada em
procariotos e na mitocondria de leveduras e animais e apresenta estrutura homo-
tetramérica (SCANDALIOS et al., 2005).

e SOD3, extracelular, dependente de cobre e zinco (Cu-ZnSOD): encontrada
no meio extracelular e apresenta estrutura homotetramérica (ZELKO et al.,
2002).
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A CAT esté presente em todas as células, principalmente nos peroxissomas, principal
organela responsavel pela desintoxicacéo celular e oxidacéo de acidos graxos de cadeia longa,
fonte inesgotavel de peroxidos e produtos carbonilicos. Também, encontrada nas mitocondrias
das células do tecido cardiaco (VASCONCELOS et al., 2007). Possui o ferro como centro ativo
e atua sobre o0 H,0, transformando-o em oxigénio e duas moléculas de agua (H,0). A CAT é a
principal reguladora dos niveis intracelulares de H,O,, e quando sua atividade esta inibida ha
um aumento da concentracdo de H,O, em dérgdos como o figado (SCANDALIOS et al., 2005;
KALYANARAMAN, 2013).

A GPx esté presente no citosol e na mitocondria e possui como mecanismo de acao a
reducdo do H,O, em &gua. Esta reacdo utiliza a forma glutationa reduzida (GSH) e a trans-
forma em GSSG e H,0 (YU, 1994; HALLIWELL et al., 1999; FINAUD et al., 2006). Apre-
senta-se sob quatro isoformas: GPx1 ou enzima classica, presente no citosol de todas as
células do corpo; GPx2 ou gastrointestinal, especifica do trato gastrointestinal; GPx3 ou
plasmética ou extracelular, encontrada no fluido do revestimento interno do pulmé&o e no
leite materno, além do plasma em mamiferos, e a GPx4, que atua sobre perdxidos de residuos
de acidos graxos nas membranas e lipoproteinas, diminuindo, também, o hidroperoxido da
timina, formado como consequéncia do ataque dos radicais a base timina do DNA (RAYMAN,
2000; VASCONCELOS et al., 2007; KALYANARAMAN, 2013).

A glutationa redutase age conjuntamente com a glutationa peroxidase, sendo responsa-
vel pela regeneracdo da glutationa a sua forma reduzida na presenca de nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH), impedindo a paralisacdo do ciclo metabdlico da glutationa
(ROVER JUNIOR et al., 2001).

1.3 Genetica da superoxido dismutase dependente de manganés (SOD2)

Dentro destas enzimas a superoxido dismutase dependente de manganés (SOD2) se destaca, uma
vez que, atua dentro da mitocondria que € o principal compartimento celular que produz altos niveis de O’
. A SOD2 é uma molécula homotetramétrica composta por tetrdmeros de aproximadamente
23 kDa por subunidade (BRESCIANI et al., 2013) considerada uma enzima antioxidante da
primeira linha de defesa, codificada por um gene nuclear e é encontrada na sua forma ativa na
matriz mitocondrial, dismutando o Oz+" em H,0, (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).
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Estudos tém demonstrado que a expressdo da SOD?2 é vital para a sobrevivéncia do or-
ganismo. Pesquisas realizadas com camundongos knockout, ou seja, que ndo possuem o gene
da SOD2, morreram logo ap6s o nascimento devido ao dano oxidativo exacerbado, além de
apresentarem alteracbes morfofuncionais importantes, incluindo cardiomiopatia dilatada e

neurodegeneracédo (LI et al.,1995).

1.3.1 Polimorfismo do gene da superdéxido dismutase dependente de manganés (Alal6Val-
SOD2)

A enzima SOD2 ¢ produzida a partir de um gene nuclear localizado no braco longo do
cromossomo 6, na sub-regido g25.3, possuindo cinco éxons e quatro introns (CHURCH, et
al., 1992; WAN, et al., 1994). A proteina da SOD?2 ¢ sintetizada no reticulo endoplasmatico
rugoso, e uma vez sintetizada esta proteina SOD2 contém uma pequena sequéncia peptidica
chamada sequéncia mitocondrial alvo (mitocondrial target sequence, MTS), que direciona a
enzima para o interior da mitocondria. Uma vez que, a SOD2 entra na mitocondria a regido
MTS é clivada por lisossomos e a enzima SOD2 torna-se ativa e funcional (ZELKO et al.,
2002).

Na regido génica que codifica a sequéncia MTS, foi detectado um polimorfismo de nu-
cleotideo simples (SNP, single nucleotide polymorphism) localizado no éxon 2, nucleotideo
47, ocorre a substituicdo de uma timina (T) por uma citosina (C). A substituicdo da T pela C
faz com que haja a insercdo de um aminodacido alanina (A) (GCT) ao invés do aminoacido
valina (V) (GTT) na posicdo 9 do codon 16. Por este motivo, este polimorfismo é denomina-
do Alal6Val-SOD?2. Este polimorfismo que possui 0s dois alelos A e V, resulta em trés possiveis
genodtipos: AA, AV e VV (ZELKO et al., 2002).

Em termos fenotipicos, a variante A-SOD2 apresenta uma estrutura a-hélice, que facili-
ta a sua entrada para o interior da mitocondria. Portanto, portadores do geno6tipo AA possuem
uma maior eficiéncia enzimética da SOD2. Ja a variante V-SOD?2 apresenta uma estrutura p-
lamina, fazendo com que fique parcialmente detida no poro da membrana interna mitocondrial
dificultando assim a sua entrada. Esta condigdo acaba resultando em menor atividade da en-
zima SOD2 nos individuos portadores do genoétipo VV (SUTTON et al., 2005). No caso, 0s
individuos heterozigotos (AV) possuem uma eficiéncia intermediaria em relacdo aos genoti-
pos homozigéticos (AMBROSONE et al., 1998, SUTTON et al., 2003, BAG; BAG, 2008). In-
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vestigagBes in vitro estimaram que o alelo A-SOD2 é capaz de gerar uma enzima 30-40% mais
eficiente o que o alelo VV-SOD2 (SUTTON et al., 2003; MONTIEL et al., 2013). Esta grande dife-
renca na eficiéncia enzimatica pode levar a riscos de disfuncdes e doencas associadas ao estresse
oxidativo (BRESCIANI et al., 2013).

Apesar do alelo A-SOD2 ser mais eficiente em termos enzimaticos, 0 mesmo pode oca-
sionar danos celulares via excesso de producdo de H,O,, que necessariamente ndo é catalisa-
da pela GPx, a qual atua no interior da mitocondria. Como o H,O; é permeéavel as membra-
nas, o excesso desta molécula pode ir para o citoplasma e participar da reacdo de Fenton ge-
rando um excesso de radical OHe (Figura 1). Esta é a possivel explicacdo do porque o gendti-
po AA tem sido associado com maior risco de desenvolvimento de alguns tipos de cancer
(BRESCIANI et al., 2013).

02" t H202 HEO + 1/2 02
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Mutagdes no DNA — Instabilidade Cromessdmica - Cancer

Figura 1 - Potencial associagdo entre o genotipo AA do polimorfismo Alal6Val-SOD2 com a producao de
niveis elevados de hidroxila, que estdo associados a danos ao DNA e ao risco aumentado de cancer. No
caso, a maior taxa de dismutacdo do O, em H,0,, devido a solubilidade do H,O, nas membranas e no
citoplasma, pode reagir via reacédo de Fenton originando altos niveis de OH".

Fonte: Os Autores

Ja os individuos do genétipo VV tendem apresentar aumento dos niveis de O,* que
facilmente reage com ON produzindo ONOO- que, por sua vez, causa extensa lipoperoxi-
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dacdo celular (Figura 2). Esta condicdo também tem sido associada a doengas metabolicas
(BRESCIANI et al., 2013). Deste modo, parece ocorrer um desequilibrio basal da SOD2
nas células dos dois gendtipos homozigotos (TAUFER et al., 2005; MONTAGNER et al.,
2010).
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Figura 2- Potencial associacdo do gen6tipo VV com maiores niveis de lipoperoxidagdo que causam danos
as membranas plasmética e das organelas. A menor eficiéncia na taxa de dismutacdo do O, em H,O,faz
com que haja acumulo de O, na mitocondria. Uma vez que virtualmente todas as células produzem ON, e
gue 0 Oy possui alta afinidade por esta molécula, a reacao entre O+ e ON produz ONOO- que pode cau-
sar extensa lipoperoxidacdo das membranas.

Fonte: Os Autores

1.3.1.1 Associagdo com doengas

Na recente reviséo sobre a interacdo do polimorfismo Alal6Val-SOD2 com diversos
aspectos da saude humana feita por Bresciani e colaboradores (2013), sdo elencadas as
principais disfuncdes e risco de morbidades associadas aos genotipos homozigoéticos. O
genodtipo AA apresenta uma enzima SOD2 mais eficiente. Nessa perspectiva, acredita-se

que tal gendtipo esteja associado a um risco maior de neoplasias como o cancer de prostata
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(TAUFER et al., 2005; IGUCHI et al., 2009; ZEJNILOVIC et al., 2009; MAO et al., 2010),
cancer de mama (COX et al., 2006; BICA et al., 2009; ERAS-ERDOGAN et al., 2009), can-
cer de estbmago, cancer de pulméo (ZEJNILOVIC et al., 2009). Outro aspecto levantado no
estudo de Taufer e colaboradores (2005) foi que o polimorfismo Alal6Val-SOD2 afeta mui-
tos aspectos relacionados ao envelhecimento, relatando que portadores do genotipo AA pos-
suem um sistema imune mais deficiente que os demais genotipos, tornando-se mais susceti-
veis a infeccdes, doencas autoimunes e cancer.

Em contrapartida, o gendtipo VV por apresentar uma enzima menos eficiente, pode es-
tar associado a disfuncdo endotelial e indicadores bioquimicos associados ao risco cardiome-
tabolico e complicacdes microvasculares do diabetes (JONES et al., 2010; TIAN et al., 2011),
cardiomiopatia e maiores niveis de LDL-oxidado em individuos com diabetes mellitus do
tipo Il (GOTTLIEB et al., 2005). Dedoussis e colaboradores (2008) observaram niveis ele-
vados de LDL-oxidado em homens de meia idade e niveis mais baixos em mulheres idosas,
ambos do genétipo VV, quando comparados com o0s outros genotipos (AA e AV). Em um
estudo conduzido por Montano e colaboradores (2009) apontaram que em individuos obesos
ha maior frequéncia do gendtipo VV. De acordo com os dados estimados a razdo de chance
(RC) €é de 1.5 vezes maior de individuos VV serem obesos do que individuos AA e AV. Su-
gerindo que um aumento dos niveis do anion O+ poderia ser ocasionado pela baixa eficién-
cia do gendtipo VV-SOD2 e assim afetar as vias metabdlicas contribuindo para obesidade.
Duarte e colaboradores (2010) e Bica e colaboradores (2010) também encontraram em suas
pesquisas uma associacao do genédtipo VV com a hipercolesterolemia e cancer de mama com

maior potencial metastatico, respectivamente.

1.3.1.2 Associagdo com agentes estressores

Com base nos resultados obtidos nos estudos citados anteriormente, foi possivel deline-
ar novas pesquisas empregando um modelo experimental in vitro. No estudo farmacogenético
de Montagner e colaboradores (2010) investigaram a resposta in vitro de uma cultura de lin-
focitos oriundos de individuos saudaveis com os diferentes genotipos do polimorfismo
Alal6Val-SOD2, expostas a radiacdo UV. Os resultados apresentaram aumento da viabilida-
de celular e indice mitético dos linfécitos portadores do genotipo AA, bem como, maior indi-

ce de danos no DNA quando expostos a radiacdo UV. Outra investigacdo mais recente utili-
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zando cultura de linfécitos observou a ocorréncia de niveis elevados na producédo de citocinas
inflamatorias (IL-1, IL-6, TNF-a e IFT-y) em linfocitos portadores do genétipo VV, quando
comparados com os linfdcitos dos demais genotipos (AA e AV) (MONTANO et al., 2012).
Costa e colaboradores (2012), utilizando o0 mesmo protocolo in vitro observaram que o
efeito antioxidante do citrato de clomifeno, um farmaco utilizado para a indugdo da ovulagéo,
era influenciado pelo polimorfismo Alal6Val-SOD2. No mesmo ano, foi realizado um estudo
por Algarve e colaboradores (2012), para avaliar a influéncia do Alal6Val-SOD2 sobre os
efeitos citotoxicos relacionados a exposicdo ex vivo ao metimercurio (MeHg) em leucdcitos,
sugerindo efeito toxicogenético na resposta das células expostas ao MeHg. Barbisan e colabo-
radores (2014) também observaram em um estudo in vitro que o polimorfismo Alal6Val-
SOD?2 é capaz de modular a resposta citotdxica de linfocitos ao farmaco metotrexato (MTX).
Este farmaco, um antimetabdlito analogo do acido félico, é utilizado em doses elevadas no
tratamento de neoplasias como a leucemia linfocitica e em baixas doses para o tratamento de

doencas autoimunes, como a psoriase e a artrite reumatdide.

1.3.1.3 Associagdo com agentes antioxidantes

Ao contrario dos estudos sobre de associacdo entre o polimorfismo Alal6Val-SOD2
com doencas e respostas diferenciadas a agentes estressores, investigacdes sobre o potencial
efeito de moléculas antioxidantes relacionadas a este polimorfismo nao foram relatadas na
literatura. A relevancia de tais estudos encontra-se no fato de que, ambos os genétipos homo-
zigdticos (AA e VV) produzem um estado de desbalanco cronico do metabolismo oxidativo
basal que pode aumentar o risco de doencas. Deste modo, entender como tais genotipos se
comportam frente a suplementacdo de antioxidantes, como o RES, é cientifico e clinicamente

relevante.

1.4 Resveratrol

1.4.1 Conceito

O Resveratrol (3,5,4’- triidroxiestilbeno; RES) (Figura 3) é uma fitoalexina polifendlica
presente em mais de 72 espécies de plantas distribuidas por 31 géneros e 12 familias. Dessas
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plantas destacam-se as uvas tintas (principalmente Vitis vinifera), amoras, amendoim, macé,
mirtilo (blueberry), framboesa, entre outros. Esse composto € sintetizado em resposta a infec-
cao por fungos (Botrytis cinerea) e a estresses ambientais, como a exposicao a luz UV (AG-
GARWAL et al., 2004; HARIKUMAR; AGGARWAL, 2008) e agentes quimicos (ADRIAN
et al., 1996). A biossintese do RES ocorre pela condensacdo de trés moléculas de malonil-
COA e uma molécula de 4-coumaril-COA através da enzima resveratrol sintetase (KING et
al., 2006). Pode ser isolado de sementes, raizes, frutos e inflorescéncias conforme cada espé-
cie (BURNS et al., 2002). Entretanto, € nas cascas das uvas, e consequentemente nos vinhos
tintos, que encontram-se as maiores concentracfes de RES (WATERHOUSE et al., 1993;
JEANDET et al., 1995; BAVARESCO, 2003).

OH
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Figura 3 - Estrutura quimica da molécula do Resveratrol
Fonte: Adaptado de Doré, 2005.

As concentragdes variam de 50 a 100 mg de RES por grama de peso bruto nas cascas
das uvas, sendo que nos vinhos tintos pode variar de 2 a 7 mg/mL (PERRONE et al., 2007).
Por ser liberado a partir da casca durante o processo de fermentacdo, no suco de uva a concen-
tracdo do RES é geralmente menor (CARERI et al., 2003). Entretanto, a concentragcdo de RES
em sucos preparados a partir de diversas espécies de uvas, pode aproximar-se daquelas encon-
tradas em vinhos (SOLEAS; DIAMANDIS; GOLDBERG, 1997). E importante salientar que
as concentragOes de RES dependem de diversos fatores como: o tipo, a intensidade e a dura-
cao do stress sob o qual se encontra a videira durante a fase frutifera, ou ainda do estagio de
desenvolvimento do fruto (PAN et al., 2009).
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Souto e colaboradores (2001) constataram que em vinhos da regido sul do Brasil a mé-
dia de RES é de 2,57 mg/L, considerada uma das mais altas do mundo. A justificativa para
esse resultado provavelmente decorre da alta precipitacdo pluviométrica da Serra Galcha,
favorecendo a proliferacdo de doencas fungicas na parte aérea das videiras. Vitrac e colabora-
dores (2005), sugeriram que o vinho brasileiro pode ser uma importante fonte de RES, uma
vez que pessoas com um consumo regular de 160 mL/dia de vinho tinto, foi estimado um
consumo total de 5,3 mg/dia de compostos do RES.

A partir de 1992, o RES foi considerado o principal responsavel pelos efeitos cardiopro-
tetores do vinho tinto, chamando aten¢do dos pesquisadores (SIEMANN; CREASY, 1992). O
interesse surgiu devido a um fendmeno conhecido como “Paradoxo francés”. Tal fendmeno
retrata um caso que ocorreu na Franca onde a populacéo, embora ingerisse grande quantidade
de gorduras saturadas na alimentagdo, apresentava baixos indices de mortes relacionadas a
doengas cardiacas. Visto que, o vinho tinto € muito consumido pela populagdo francesa, sur-
giu a hipdtese de que a alta concentragdo de RES encontrada nele teria sido a responsavel pelo
baixo indice de doenca cardiaca (WENZEL; SOMOZA, 2005; KING et al, 2006).

Desde entdo, a busca cientifica pelo conhecimento das caracteristicas e propriedades do
RES aumentou de forma consideravel. Atualmente, além da protecdo cardiovascular, diversas
propriedades bioldgicas associadas a esse composto estdo descritas, tais como atividade anti-
oxidante, anti-inflamatdria, anticarcinogénica, estrogénica, anti-agregacao plaquetaria e acao
apoptotica (SHAKIBAEI; HARIKUMAR; AGGARWAL, 2009). Além de atuar no tratamen-
to do diabetes tipo 2 (FROJDO et al., 2008), tratamento e prevencado de cancer (WANG et al.,
2010) e no sistema nervoso (ALBANI et al., 2010). Também ja se sabe que o RES ¢é capaz de
mimetizar os efeitos da restricdo caldrica e prevenir diversos processos de envelhecimento,
aumentando a longevidade via modulacdo de genes como a Sirtuina 1 (BAUR; SINCLAIR,
2006).

1.4.2 Efeito do resveratrol na modulagdo do metabolismo oxidativo

A guantidade de efeitos bioldgicos proporcionados pelo RES esta intimamente associa-
do a estrutura do composto considerando a disposi¢do do grupo fenol, apresentada pela molé-
cula do isbmero trans-resveratrol, a caracteristica fundamental para o desenvolvimento da sua
atividade antioxidante (LEONARD et al., 2003).
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A atividade antioxidante sucede da capacidade do composto em se unir aos RL existen-
tes no meio celular. Esses, por sua vez, sdo produtos decorrentes do metabolismo celular, que
em virtude da sua capacidade de desencadear rea¢des envolvidas em diferentes processos pa-
toldgicos em consequéncia do seu aumento e/ou reducdo de antioxidantes, sdo considerados
como iniciantes de processos oxidativos (LEONARD et al., 2003). Desta forma, a capacidade
antioxidante do RES serve como uma importante ferramenta na prevencgéo ou inibicéo de de-
terminados estresses oxidativos que acometem diversas linhagens celulares (SGAMBATO et
al., 2001).

Estudos pioneiros sobre a acdo antioxidante do RES foram realizadas por, Frankel e co-
laboradores (1993), onde verificaram que o RES protege as lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) humanas da oxidacdo catalisada pelo cobre. A partir disso, através de mais estudos, foi
possivel demonstrar que, principalmente, através da capacidade em quelar o cobre e de captar
RL é que ocorre a atividade antioxidante direta do composto (BELGUENDOUZ et al., 1997;
FAUCONNEAU et al., 1997; FREMONT et al., 1999; ZOU et al., 1999). Os grupos hidroxi-

las dos anéis fendlicos do RES atuam como doadores de elétrons, sendo os responsaveis pela

capacidade de neutralizar e sequestrar o radical OH- e 0 anion O, prevenindo dessa forma a
peroxidacdo lipidica das membranas, oxidacdo proteica e dano ao DNA (LEONARD et al.,
2003; LOPEZ-VELEZ et al., 2003; MOKNI et al., 2007). O RES também pode atuar na que-
lacdo do ferro, exercendo um papel fundamental na geracdo de EROs através de reacdes como
a de Fenton.

Esse composto, além da atividade antioxidante direta, também é caracterizado pela sua
atividade antioxidante indireta, por causa dos seus efeitos em diferentes sistemas enzimaticos
e antioxidantes celulares que em conjunto melhoram o estado redox da célula. Conforme da-
dos encontrados na literatura, 0 RES é capaz de induzir um aumento na expressao e na ativi-
dade das enzimas envolvidas no estresse oxidativo como a SOD, CAT e GPx de forma dose-
dependente (MOKNI et al., 2007) e o contetudo da glutationa (SHARMA; GUPTA, 2002;
ATES et al., 2007). Yen e colaboradores (2003) demonstraram em seu estudo, que apos um
insulto com H,0O, em linfdcitos, houve aumento na atividade das enzimas GPx, GST e GR.
No estudo de Brito e colaboradores (2006) verificaram que através da inducdo da gama-
glutamilcisteina sintetase (y-GCS), enzima limitante da sintese de glutationa, o0 RES gerou um
aumento nos niveis intracelulares do tripeptideo.

O RES quando adicionado em baixas concentragdes (25, 50 e 100 uM) a uma cultura de

cardiomiocitos, mostrou induzir enzimas antioxidantes e de fase 2, incluindo SOD, CAT, GR,
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GPx, GST e NAD(P)H: quinona oxirredutase 1, e essas defesas celulares promovem protecao
contra injdria oxidativa quando aumentadas (FAN et al., 2008).

Estudos prévios sobre a potencial interacdo entre 0 RES e a enzima SOD2 tém sido rela-
tados na literatura. Em um estudo norteado por Robb e colaboradores (2008) investigaram 0s
efeitos a curto e a longo prazo do RES (50 uM e 100 uM) em fibroblastos sobre a atividade
de enzimas antioxidantes, percebendo um aumento da expresséo e da atividade da SOD2 a
longo prazo. Sugerindo que esse aumento seja um importante mecanismo pelo qual o RES
exerce 0s seus efeitos bioldgicos, uma vez que, a SOD2 é a enzima responsavel por reduzir o

estresse oxidativo intracelular.

1.4.3 Efeito do resveratrol na modulacgéo da sirtuina 1

As sirtuinas (SIRTs) sdo um grupo de enzimas amplamente distribuidas e conservadas
que pertencem a classe Il da familia de deacetilases de histonas (HDACs) dependentes do
cofator dinucleotideo de nicotinamida (NAD+) (SAUVE et al., 2006).

As SIRTs receberam essa denominacao devido a semelhanca com a enzima Sir2 (si-
lent information regulator 2) da levedura Saccaromyces cerevisiae, identificada e descrita
inicialmente por Klar e colaboradores (1979), como MAR1 (mating type regulator 1) por in-
fluenciar o controle de silenciamento transcricional 16cus especificio em leveduras. Anos de-
pois, outros quatro genes foram relacionados a esse e identificados como reguladores de si-
lenciamento de informacdo (SIRT 1, 2, 3 e 4). Posteriormente, a Sir2 foi encontrada em outros
organismos como Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans e tantos outros.
(BLANDER; GUARENTE, 2004; CANTO; AUWERX, 2009).

Atualmente sabe-se que outros microorganismos possuem apenas um gene para
SIRTs, enquanto os eucariotos possuem multiplas SIRTs. Em mamiferos, esta familia apre-
senta sete membros (SIRT 1-SIRT 7) sendo cada um deles identificado por um dominio cata-
litico com sequéncia conservada de 275 aminoacidos e também por uma sequéncia adicional
N e/ou C-terminal Unica e de comprimento variavel. Em seres humanos, estas SIRTS estdo
distribuidas de forma diferenciada nas células, diferindo-se quanto a especificidade tecidual,
atividade enzimatica e substratos alvo. As sirtuinas SIRT 1, SIRT 6 e SIRT 7 encontram-se
localizadas no nucleo, a SIRT 2 encontra-se no citoplasma e as SIRT 3, SIRT 4 e SIRT 5 en-

contram-se na mitocondria (MICHISHITA et al., 2005). Duas reac6es diferentes sdo catalisa-
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das pela classe das SIRTs: reacdo de deacetilacdo e reacdo de ADP-ribosilacdo. As sub-
classes SIRT 1, 2, 3, 5 e 7 catalisam a reagédo de deacetilacdo, enquanto que as restantes, SIRT
4 e 6 catalisam a reacdo de ADP-ribosilacdo (NEBBIOSO et al., 2012).

Uma vez que, a atividade das SIRTs depende da disponibilidade da NAD+, esta prote-
ina atua como um sensor do estado redox da célula, fazendo uma ponte entre as condi¢cfes
energéticas intracelulares, que dependem do estado nutricional da célula e a deacetilacdo de
diversos substratos. Sabe-se que em condic¢Ges de jejum, restricdo caldrica e exercicio fisico,
os niveis de NAD+ celulares sdo elevados (CANTO et al, 2010; CHEN et al, 2008) induzindo
a uma ativacdo da SIRT 1, visto que uma dieta rica em gorduras diminui a razdo [NAD+] /
[NADH] (KIM et al., 2011).

Entre as sete SIRTs presentes nos seres humanos, a SIRT 1, é a sirtuina mais pesqui-
sada, sendo homoéloga ao gene Sir2 em leveduras. E descrita como uma deacetilase nuclear
em células mamiferas, cujos substratos incluem proteinas primariamente, mas ndo exclusiva-
mente, envolvidas na regulacdo transcricional. Diversos processos fisiologicos, tais como di-
ferenciacgdo, sobrevivéncia e metabolismo celular, sdo influenciados pela SIRT 1. Seu poten-
cial envolve a regulacdo da estrutura da heterocromatina e transcricdo génica, ativacdo ou
supressdo da proteina p53, processos apoptaticos, reparo de DNA, regulacdo de vias pro-
inflamatorias e regulacdo do metabolismo de lipidios (KIM et al., 2011).

A SIRT 1 pode deacetilar as histonas H1, H2, H3 e H4, mas preferencialmente deace-
tila a lisina 26 da histona H1 (HIK26), as lisinas 9, 14 e 56 da histona H3 (H3K9, H3K14,
H3K56) e a lisina 16 da histona H4 (H4K16) (VAQUERO et al., 2007; YUAN et al., 2009).
Além das histonas, a SIRT1 também é capaz de deacetilar proteinas ndo-histonas, controlando
suas atividades e tendo efeitos em diversas condi¢cbes fisiologicas. Estas proteinas nao-
histonas incluem fatores de transcricdo, bem como: a sub-familia ForkHead O (FOXO - FO-
XO1 e FOXO03), o receptor proliferador ativador de peroxissomas gama (PPAR-y), peroxis-
soma proliferador co-ativador de receptor gama (co-ativador de transcri¢do génica) (PGC-1a),
o fator nuclear NF-kB, fator de reparacdo do DNA Ku70, o gene supressor tumoral p53 e ace-
til-CoA sintetase (YAMAMOTO et al., 2007; YU; AUWERX, 2009b).

Desta forma as SIRTSs sinalizam o estado nutricional (YU; AUWERX, 2009). A ex-
pressdo da SIRT 1, bem como a sua atividade, s@o sensiveis aos niveis de nutrientes, e dessa
forma, ela desempenha um papel fundamental na regulacéo de processos metabolicos e fisio-
I6gicos criticos, regulando diversos alvos moleculares (CAKIR et al., 2009; CHUNG et al.,
2010; SILVA, WAHLESTEDT, 2010).
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Existem compostos naturais que possuem a propriedade de regular a atividade das
SIRTs, conferindo beneficios para diversos tipos de patologias como as cardiovasculares, neu-
rodegenerativas, inflamatorias, autoimunes, tumores, entre outros. Esses compostos séo deri-
vados do fenol como quercetina, piceatannol e RES (ALCAIN; VILLALBA, 2009). Dentre
eles, 0 RES é o ativador de SIRTs com acdo mais potente. Este, por sua vez, altera a estrutura
da SIRT 1, reforca sua atividade em até oito vezes e favorece a sua ligagdo com o substrato
acetilado (HOWITZ et al., 2003; BORRA et al., 2005). Sabe-se que o RES é um importante
ativador de SIRTs (HOWITZ et al., 2003), sendo relacionado como mimetizador de restricdo
caldrica. Essa é a Unica intervencdo ndo genética, conhecida desde a década de 30, por au-
mentar a longevidade de diferentes espécies (BAUR, SINCLAIR, 2006).

Nesta perspectiva, diversos estudos vém reportando o potencial do RES no aumento
da longevidade e prevencédo ou retardo de doencas associadas a idade, algumas relacionando
com a SIRT1 (HOWITZ et al., 2003; BAUR et al., 2006; LAGOUGE et al., 2006; BARGER
et al., 2008). Foi demonstrado que o RES aumentou a longevidade de leveduras (HOWITZ et
al., 2003), moscas (Caenorhabditis elegans e Drosophila melanogaster) (WOOD et al.,
2004), peixes (VALENZANO et al., 2006) e camundongos alimentados por dieta rica em li-
pidios (BAUR et al., 2006).

Xiuyun Hou e colaboradores (2008), afirmaram que o RES diminui o acimulo de lipi-
dios em hepatdcitos, induzidos por alta concentracéo de glicose. Este efeito protetor do com-
posto pode estar associado a ativacdo da SIRT 1 e AMPK (proteina quinase ativada por
AMP). Em pré-adipdcitos 3T3-L1 a ativacdo da SIRT 1 pelo RES reduz a secrecdo de adipo-
nectina, proteina secretada pelos adipdcitos, que regula a homeostasia de lipidios e da glicose

e potencializa a acdo da insulina a nivel hepatico (QIANG et al., 2007).

1.4.4 Efeito do resveratrol na modulagéo da resposta imune

O envelhecimento pode afetar o sistema imune de diversas maneiras, incluindo vérias
modifica¢bes que podem conduzir a hiper-responsividade, que no quadro inflamatério pode
agravar morbidades degenerativas e provocar doencas autoimunes (CAVAGNAT et al.,
2012). A inflamag&o cronica relacionada a idade é fortemente afetada pelo estresse oxidativo,
que causa danos ao DNA e encurtamento dos telémeros, comprometendo as funcdes das célu-
las imunes (CAVAGNAT et al, 2012; FULORP et al, 2014).
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No entanto, uma série de estudos descreve a acdo de um grupo de pequenas moléculas
que apresentam algumas propriedades anti-envelhecimento e anti-inflamatoria, e por essa ra-
z40o sdo consideradas como agentes gero-supressores. Um exemplo é o RES. A propriedade
anti-envelhecimento relacionada a esse composto, envolve sua propriedade mimética da res-
tricdo calorica, incluindo a ativacdo de alguns genes, como a SIRT 1. Em relacdo ao sistema
imune, estudos prévios descreveram a capacidade de RES em suprimir a producdo de células
T, 0 esstresse oxidativo e os processos inflamatorios em ratos obesos induzidos por dieta su-
per caldrica (WANG et al., 2013). O efeito do RES na inibicéo da ativacdo de células T pare-
ce estar envolvido no aumento da atividade da SIRT 1 (ZOU et al., 2013). No entanto, ndo
esta claro se o estado do metabolismo oxidativo celular tem alguma influéncia sobre o efeito
anti-inflamatorio desse composto.

Além disso, compreender estes processos torna-se essencial, pois ha uma série de fato-
res que podem alterar o metabolismo oxidativo basal, 0 que poderia afetar a resposta imune
celular de compostos anti-inflamatérios, como o RES.

1.5 Hipdtese do estudo

A hipotese deste estudo é que o resveratrol, que é uma molécula com acéo antioxidan-
te, anti-inflamatoéria e moduladora de genes da longevidade como a SIRT 1 regula a ativacdo
inflamatdria de células mononucleares do sangue periférico (CMSPs) através de um efeito

farmacogenético dependente do polimorfismo Alal6Val-SOD2.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a influéncia do polimorfismo Alal6Val-SOD2 no efeito anti-inflamatorio in
vitro do resveratrol em CMSPs através da analise da viabilidade, proliferacéo celular, parame-

tros oxidativos, inflamatérios e na modulacéo da sirtuina 1.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito de diferentes concentracfes do resveratrol na ativacdo inflamatoria de
CMSP portadoras de diferentes genétipos do polimorfismo Alal6Val-SOD?2 através da anali-
se:

- da viabilidade e proliferagéo celular;

- dos niveis de marcadores oxidativos (EROs e lipoperoxidacéo);

- dos niveis das citocinas inflamatorias interleucina 1 beta (IL-1p), interleucina 6 (IL-
6), fator de crescimento tumoral alfa (TNF-a) e interferon gama (IFT-y), e da citocina anti-
inflamatoria interleucina 10 (IL-10);

- da modulacédo do gene e dos niveis da proteina sirtuina 1.
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Os resultados, bem como, a metodologia utilizada neste estudo, estdo organizados sob

a forma de um manuscrito cientifico submetido a revista Biogerontology.
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ABSTRACT

Resveratrol is an anti-aging molecule that provides both anti-inflammatory and antioxidant
properties. However, it is unclear whether the basal oxidative state of the cell has any influ-
ence on the effects of this compound. In humans, a single nucleotide polymorphism (SNP) is
present in the enzyme manganese superoxide dismutase (SOD2), localized in codon 16
(rs4880), which can either be an alanine (A) or valine (V). This SNP causes an imbalance in
the cellular levels of SOD2, where AA- and VVV-genotypes result in higher or lower enzymat-
ic activity, respectively. Furthermore, the VVV-genotype has been associated with high levels
of inflammatory cytokines. Here, we examined the effects of a range of resveratrol concen-
trations on the in vitro activation of human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) car-
rying different Alal6Val-SOD2 genotypes. Cell proliferation (at 24 and 72 h) was analyzed
using an MTT assay and several oxidative biomarkers and cytokines (IL-1pB, IL-6, TNF-a,
IFT-y and IL-10) were also quantified. In addition, the effects of resveratrol on the expression
of the sirtl gene were evaluated by gRT-PCR. We show that after 24 h exposure to resvera-
trol, A-genotype PBMCs displayed a decrease in cell proliferation, whilst VV-cells contrasted
this; although after 72 h, cell proliferation was similar in homozygous cells when compared to
control groups. At 10 uM resveratrol, there was a significant decrease in the production of
inflammatory cytokines in A-allele cells; however, VV-cells generally displayed a subtle de-
crease in these, except for TNF-a, which was not affected. In all SOD2 genotypes cells ex-
posed to resveratrol resulted in an upregulation of Sirtl levels. Together, these results suggest
that the effect of resveratrol on human PBMC activation is not universal and is dependent on

the Alal6Val-SOD2 SNP.

Keywords: superoxide dismutase manganese-dependent, Sirtuin 1, cytokines, oxidative

stress, resveratrol, inflammation.
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INTRODUCTION

Aging can affect the immune system in a number of ways, including several modifica-
tions that may lead to hyperresponsiveness, which in an inflammatory context can aggravate
degenerative morbidities and trigger autoimmune diseases (Cavagnat et al., 2012). Age-
related chronic inflammation is strongly affected by oxidative stress, which causes DNA
damage and telomere shortening, leading to impairment of immune cell functions (Cavagnat
et al., 2012; Fulop et al., 2014). However, a number of studies have described the action of a
group of small molecules that provide both anti-aging and anti-inflammatory properties and
are considered to be gero-suppressive agents. One example is resveratrol (3,5,4’-trihydroxy-
trans-stilbene); a polyphenol compound found at high concentrations in grapes that displays

anticarcinogenic, cardioprotective and neuroprotective properties (Svajger & Jeras, 2012).

The anti-aging function of resveratrol has been linked to its role as a caloric restriction
mimetic, where it can activate the expression of gene products such as Sirtuin 1 (silent mating
type information regulation 2 homolog 1; Sirtl). Sirtl is a deacetylase and/or ADP-
ribosyltransferase protein that can modulate the effects of energy intake over the lifespan of
an organism (Poulsen et al., 2013). In relation to the immune system, previous studies have
described the ability of resveratrol to suppress T-cell production, oxidative stress and inflam-
mation processes in a mouse model of high-fat-diet-induced obesity (Wang et al., 2013). The
effects of resveratrol on the inhibition of T-cell activation appear to involve an increase in
Sirtl activity (Zou et al., 2013), however, it is unclear whether the metabolic oxidative state
of cells has an influence over the anti-inflammatory effects that are linked to this drug. More-
over, understanding these processes are essential since there are a number of factors that can
alter basal oxidative metabolism, which could affect the immune cell response to anti-

inflammatory compounds, such as resveratrol.



39

In humans, some people present a basal superoxide anion (O,") and hydrogen perox-
ide (H20,) imbalance, which is genetically determined by a single nucleotide polymorphism
(SNP) localized in the manganese superoxide dismutase (MnSOD or SOD2) gene. SOD?2 is
an antioxidant enzyme that represents the major defense against reactive oxygen species
(ROS) within the mitochondria, a cellular compartment where there is a continuous produc-
tion of O," by the electron transport chain. The SOD2 enzyme catalyzes the dismutation of
O," into H,0,, which in turn is converted into H,O by glutathione peroxidase (Drdse et al.,
2014). The control of O," and H,0, concentrations is considered crucial to the cell because at
low concentrations ROS can function as intracellular signaling molecules related to homeo-
static regulation, whilst at high levels they can cause cellular damage (Holley et al., 2012;

Kaminski et al., 2013).

The SNP that causes basal metabolic SOD2 imbalance is located at codon 16 (rs4880)
and encodes for either an alanine or valine residue at the — 9 position in the mitochondrial
targeting sequence (MTS). The results of an Alal6Val-SOD2 SNP is that the overall O,™
scavenging efficiency in the cell is reduced but rather than this being related to enzymatic
activity, it is due to defects in its transport into the mitochondria (Shimoda-Matsubayashi et
al., 1996). The Ala variant is able to traverse both mitochondrial membranes quickly in order
to enter the matrix, whilst most of the Val16 variant remain imbedded within the inner mem-
brane (Sutton et al., 2005). This manifests itself as an imbalance in O," and H,O; levels in
mitochondria and several studies have described an association between an A-allele and AA-
genotype with several types of cancer. On the other hand, other investigations have described
an association between a V-allele and VV-genotype with metabolic morbidities such as hy-
percholesterolemia, obesity, cardiovascular dysfunction and diabetes complications (Bresciani

et al., 2013a). However, these Alal6Val-SOD2 SNP derived outcomes are influenced by en-
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vironmental factors such as dietary antioxidant intake and exercise (Ambrosone et al., 1999;

Bresciani et al., 2013b).

Previous in vitro investigations using samples of peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) from carriers of Alal6Val-SO2 genotypes showed that this polymorphism has an
influence on the viability, antioxidant and inflammatory responses to hepatocytes cryopreser-
vation (Martin et al., 2009), exposure to ultraviolet radiation and methylmercury (dos Santos
Montagner et al., 2010; Algarve et al., 2013), elevated glucose/insulin levels (Montano et al.,
2012) and a number of drugs such as clomiphene citrate (Costa et al., 2012) and methotrexate
(Barbisan et al., 2014). In this study we have examined the impact of resveratrol on the acti-
vation of human PBMCs carrying different Alal6Val-SOD2 genotypes evaluating its effect

on cell proliferation, oxidative stress biomarkers and on Sirtl expression.

MATERIAL AND METHODS

Volunteers and Alal6Val-SOD2 SNP genotyping. The study described here is associated
with a research project that was previously approved by the Ethics Committee at the Univer-
sidade Federal de Santa Maria, Brazil. A total of 120 volunteers (27.4 = 7.8 years old) were
enrolled and we obtained consent from all blood cell donors. Subjects that were grouped as
non-smokers and not obese did not present previous non-transmissible diseases, chronic use
of medication or vitamin supplements and other dysfunctions that could influence oxidative
metabolism and sirtl gene expression. Blood samples were collected by venipuncture in
EDTA tubes from this group and the Vall6Ala polymorphism group. Alal6Val-SOD2 geno-
typing was performed as described by Barbisan et al. (2014) using a Phusion High-Fidelity
PCR kit (Thermo Scientific CO) to access genomic DNA and amplify the SOD2 gene seg-

ment by tetra-primer ARMS-PCR analysis: Primer F1 (forward): CACCAGCACTAGCAG-
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CATGT; F2 (forward): GCAGGCAGCTGGCTACGGT; R1 (reverse): ACGCCTCCTGG-

TACTTCTCC; R2 (reverse): CCTGGAGCCCAGATACCCTAAAG.

The PCR reaction was carried out in a total volume of 40 ul containing 20-40 ng of
genomic DNA template, 0.5 uM of each primer, 100 uM dNTP mix, 1.25 mM MgCl,, PCR
buffer (20 mM Tris-HCI (pH 8.4), 50 mM KCI), 5% dimethyl sulfoxide (DMSO) and 1.25 U
of DNA polymerase. The PCR amplification was carried out with an initial denaturation at
94°C for 7 min, followed by 35 cycles of 60 s at 94°C (denaturation), 20 s at 60°C (anneal-
ing), and 30 s at 72°C (extension), with an additional 7 min of extension at 72°C at the end of
the final cycle. A 20 ul aliquot of the PCR product was mixed with 6 pl of loading buffer and
resolved by electrophoresis in a 1.5% agarose gel. This procedure resulted in three bands in
heterozygotes (514, 366, and 189 bp) and two bands in homozygotes (Val/Val resulting in
bands of 514 and 189 bp, and Ala/Ala resulting in bands of 514 and 366 bp). The SOD2 geno-
type frequencies were the following: AA, 26.7%; VV, 28.2%; and AV, 45.1%. We performed
calculations to assess any deviations from the Hardy—Weinberg equilibrium, used to assess

the chi-squared goodness-of-fit, which showed that the samples were in genetic equilibrium.

PBMC cultures and resveratrol treatment. A randomized sub-sample of volunteers were
selected to obtain blood samples to perform the in vitro experimentation as described previ-
ously by Algarve et al. (2013), with slight modifications. The fasting blood collections were
obtained from 5-6 volunteers each with Alal6Val-SOD2 genotypes. To carry out all remain-
ing protocols, blood samples were collected from 12 volunteers. The volunteers were asked to
avoid the consumption of antioxidant-containing foods (e.g. salads, fruits and natu-
ral/manufactured juices) 24 h prior to each blood collection. Blood samples were collected by
venous puncture into grey and red top Vacutainer tubes with heparin (5 ml) and PBMCs were
obtained within 1 h of collection using Histopaque (Hp) density gradient medium centrifuged

for 15 min at 2,500 g. The PBMCs were counted in a Neubauer chamber using Trypan exclu-
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sion dye and 1x10° PBMCs were cultured in RPMI 1630 culture medium with 10% fetal bo-
vine serum and 1% penicillin/streptomycin at 37°C in a humidified 5% CO, atmosphere for
24 h. After this period, the supernatant containing PBMCs was collected and transferred into
the same culture medium with the addition of phytohemagglutinin (PHA) mitogen, used
to trigger lymphocyte cell division. Concomitantly these cells (1x10° concentration) were
distributed in a 96-well plate with and without a range of resveratrol concentrations. The ef-
fect of resveratrol on PBMC activation was determined by analysis of the cellular prolifera-
tion of PBMCs carrying different SOD2 genotypes after 24 and 72 h. To discard possible cy-
totoxic effects of resveratrol on the cells, we also performed an analysis of cellular mortality
and oxidative stress biomarkers after 24 h. Over the same period we also determined the lev-
els of the following cytokines involved in inflammation pathways: interleukin 1p (IL-1pB),
interleukin 6 (IL-6), tumor necrosis factor alpha (TNF-a), interferon gamma (IFT-y) and inter-
leukin 10 (IL-10). The effect of resveratrol on gene (sirtl) and protein (Sirtl) expression was

also evaluated. The protocols used to perform these analyses are described below.

Cellular proliferation assay. Cellular proliferation was evaluated using a colorimetric MTT
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay, confirmed by flux cy-
tometry analysis (Mosmann et al., 1983). The MTT assay measures the level of NAD(P)-H-
dependent cellular oxidoreductase enzymes, which reflects the number of viable cells. After
the incubation period, cells were stained for 1 h at 37°C with 20 pl/well MTT reagent (10%
concentration) and 5 mg/ml in PBS. Then 100 ul of DMSO was added per well to solubilize
the purple formazan crystals that were produced. The absorbance of each well was measured
at 570 nm and results were expressed as the average percentage of concentration compared to

the control.

Cellular viability assay. To evaluate the potential cytotoxic or cytoprotective effects of

resveratrol on PBMC activation, the concentration of free double stranded DNA (dsDNA) in
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cell culture was measured using a specific fluorochrome dye DNA Picogreen®. This creates a
highly stable complex with dsDNA in alkaline conditions but not with single stranded DNA
(dsDNA), proteins, SDS or urea. This selective characteristic can be used to identify dsDNA
free in culture medium and indicates cellular death. The test was performed as previously de-
scribed by Parra et al. (2012). Briefly, the cell medium was centrifuged at 2,500 g for 10 min
and the supernatant was collected and used to perform the test. The dSDNA was measured
using 50 pl of the sample and 50 pl of the DNA Picogreen® dissolved in TE buffer, 1X (1:1;
v/v), following by incubation for 5 min in the dark. Fluorescence was measured at an excita-
tion of 485 nm and an emission of 520 nm at room temperature (SpectraMax M2/M2e Multi-
mode Plate Reader, Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, CA, USA). Results were
expressed as a percentage of dsDNA calculated for each treatment in relation to the untreated
control samples. Values below 100% indicated a decrease and values above 100% indicate an

increase in the mortality of cells when compared to the control group.

Oxidative metabolism parameters. The ROS and lipoperoxidation levels of PBMCs after 24
and 72 h of supplementation with resveratrol were determined. The ROS levels were deter-
mined by dichlorofluorescein acetate fluorimetric assay (DCF-DA) (Halliwell & Whiteman,
2004) with fluorescence measured at an excitation of 485 nm and an emission of 520 nm.
Lipoperoxidation was estimated by the formation of thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS) measured by spectrophotometry as described by Jentzsch et al. (1983). All meas-
urements were performed in triplicate and the results are presented as a percentage compared

to the untreated control group.

Cytokines and Sirtl protein quantification. The inflammatory cytokines IL-1f, IL-6, TNF-a,
IFT-y, anti-inflammatory cytokine IL-10 and Sirtl were quantified with an immunological
test, using a Sirtl Human sandwich ELISA kit (ab123457), according to the manufacturer’s

instructions (ABCAN, Technology, San Diego, CA). The results were expressed as a percent-
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age compared to the untreated control group of each Alal6Val-SOD2 genotype, as previously

described in Montano et al. (2012).

Analysis of sirtl gene and Sirtl protein expression. RNA was extracted using Trizol reagent
and the quantity and purity was analyzed using a NanoDrop spectrophotometer (NanoDrop
Technologies, Wilmington, Del., USA). A ratio of Aggo2s0 OF 1.9-2.1 signified a pure RNA
sample. Single stranded cDNA was synthesized using an iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-
Rad). The sirtl gene expression was evaluated by real-time polymerase chain reaction (PCR)
performed with a StepOne Real Time PCR system (Applied Biosystems, Foster City, Calif.,
USA) with the SYBR Green detection method. PCR primers for sirtl and f-actin (a house-
keeping gene) were designed by Primer Express 3 software (Applied Biosystems) and pur-
chased from Metabion. The relative expression was calculated using the comparative Ct and
was expressed as the fold expression compared to the control. The specific primer pairs used
in this study were: sirt-1 Forward ACAGGTTGCGGGAATCCAA and Reverse TCG-
TACAGCTTCACAGTCAACTTTG and p-actin Forward TGTGGATCAGCAAGCAG-
GAGTA and Reverse TGCGCAAGTTAGGTTTTGTCA (Aleman et al., 2009). The PCR
reactions were performed as follows: PCR proceeded in special optical tubes in 96-well reac-
tion plates (MicroAmp Optical, ABI, Foster City, Calif., USA) with 10 pl of Power SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), 0.5 ul forward primer, 0.5 ul reverse primer, 2
ul cDNA template and made up to 20 pl in DEPC treated water. The wells were sealed with
optical adhesive film (Applied Biosystems) and the plate was centrifuged for several seconds
250 g. Amplification was performed using the standard two-step run protocol: 95°C for 3 min
followed by 40 cycles of 95°C for 10 s, 60°C for 30 s and a melt curve of 65-95°C in 0.5°C
increments for 5 s. For each gene, mRNA expression levels were normalized to the level of -
actin mRNA. The fold change in gene expression was computed using the comparative Ct (2°

AACH method.
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Statistical analysis. The data were analyzed by GraphPad Prism software by two-way analy-
sis of variance followed by post hoc Bonferroni test. A p value < 0.05 was considered statisti-

cally significant.

RESULTS

Whilst the activation of PBMCs by PHA was affected by resveratrol treatment, the re-
sults were significantly influenced by Alal6Val-SOD2 genotypes. After 24 h the proliferation
rate decreased significantly in AA-cells treated with all resveratrol concentrations when com-
pared to untreated control (Fig. 1A). Cells carrying a heterozygous genotype showed a de-
crease in cell proliferation just in the high resveratrol concentrations tested here (10 and 30
KUM). In contrast to AA- and AV-genotypes, cells carrying the VVVV-genotype did not show any
significant differences in proliferation rate when they were exposed to resveratrol at 2 and 5
UM, but they did present a significant increase in cell proliferation when exposed to resvera-
trol at 10 and 30 uM. After 72 h incubation, resveratrol caused a higher cellular proliferation
in Alal6Val-SOD2 homozygous genotypes (AA and VV) at > 5 uM. The AV-cells displayed
a decrease in proliferation when exposed to 2, 5 and 10 uM resveratrol; however, higher con-
centrations (30 uM) did not affect cellular proliferation when compared to the untreated con-

trol group (Fig. 1B).

A complementary assay that monitors free dsDNA levels present in culture medium
was performed to evaluate whether resveratrol could affect cell viability within the first 24 h
of exposure (Fig. 1C). The results show a significant decrease in dsDNA levels in cells ex-
posed to resveratrol when compared to the untreated control groups, which indicates that
resveratrol has a cytoprotective effect. However, this result was independent of the Alal6Val-

SOD2 SNP and was detected in all concentrations of resveratrol tested here.
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Figure 1 - Resveratrol effect on human PBMC carrier’s different Alal6Val-SOD2 genotypes (AA, VV and
AV). (A) Cell proliferation after 24 h and (B) 72 h exposition evaluated by MTT assay. Double-strand
DNA degradation of cells exposed to different resveratrol concentrations evaluated by fluorimetry using
DNA Picogreen dye. Different letters indicated statistical differences analyzed by One-way analysis of

variance followed by Tukey post hoc test. Significance was considered when p< 0.05.

The effects of resveratrol on the levels of ROS and lipoperoxidation in activated
PBMCs are shown in Figure 2. After 24 h of PBMC activation, AV-cells exposed to resvera-
trol at all concentrations presented lower ROS levels when compared to the untreated control
group (Fig. 2A). However, when AA- and VV-cells were exposed to resveratrol concentra-
tions of 2 and 5 pM, the observed ROS levels were similar to those in the control group.
Lipoperoxidation evaluated by TBARS levels after 24 h of exposure to resveratrol also
showed a dependence on the Alal6Val-SOD2 SNP (Fig. 2B). Whereas AV-cells exposed to
resveratrol did not present differences in TBARS levels compared with AV-untreated cells, at
10 uM resveratrol, TBARS levels were significantly decreased for VV-cells, whereas the op-

posite was observed for AA-cells.
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The ROS and lipoperoxidation levels were also evaluated after 72 h (Fig. 2C). Whilst
AV-cells, as measured at 24 h, presented low levels of ROS when treated with 5 and 10 uM
resveratrol, both homozygous Alal6Val-SOD2 cells presented an increase in ROS levels
when exposed at low resveratrol concentrations (2 uM). However, whereas we observed a
decrease in ROS levels in AA-cells in the presence of 5 and 10 uM resveratrol, VV-cells dis-
played a significant increase in ROS levels at the same concentrations. At low resveratrol
concentration (2 M), an increase of TBARS levels was observed in all PBMCs independent
of the SOD2 genotype. In contrast, in A-allele cells (AA and AV) high TBARS levels were
also observed in samples treated with 5 uM resveratrol, whilst VV-cells showed lower levels
when compared to the VV-control group. However, at the higher resveratrol concentration
tested here, TBARS levels also significantly decreased in A-allele cells when compared to the

untreated control groups.
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Figure 2 - Resveratrol effect on human PBMC carrier’s different Alal6Val-SOD2 genotypes (AA, VV and
AV) on reactive oxygen species evaluated by DCF-H fluorimetry assay and lipoperoxidation evaluated by
TBARS-MDA quantification. A and B = levels after 24 h exposition; C and D= levels after 72 h exposition.

We next examined the effect of resveratrol (10 uM) on cytokine and Sirtl expression.
Resveratrol significantly decreased the inflammatory cytokines in A-allele-carrying PBMCs
(Fig. 3); however, the anti-inflammatory effect of resveratrol was more evident in AA-
PBMCs. In VV-cells compared to the untreated VVV-control group, resveratrol did not signifi-
cantly decrease the level of TNF-a, although it did have a mild effect on the levels of other
inflammatory cytokines. Resveratrol did, however, significantly increase the levels of the an-

ti-inflammatory cytokine 1L-10 independent of the Alal6Val-SOD2 SNP.
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Figure 3 - Cytokine levels of PBMC carrier’s different Alal6Val-SOD2 genotypes after 24 h exposition of
10 uM resveratrol. Results are presented as percentage of untreated control group (represented by dashed

line on the graph) evaluated by Elisa immunoenzymatic assay.

The effect on sirtl gene and Sirtl protein expression in PBMCs exposed to 10 uM
resveratrol was also evaluated. As is evident in Figure 4A, sirtl is upregulated by resveratrol
independently of the Alal6Val-SOD2 genotype, however, this was more intense in AA-cells
compared with cells carrying the V-allele. Furthermore, after 24 h exposure to resveratrol,
Sirtl protein levels (Fig. 4A) are in line with sirtl gene activation in all PBMCs, independent
of Alal6Val-SOD2 genotypes. In relation to the untreated control group (100%), AA-cells

present Sirtl levels at 163%, VV-cells at 154% and AV-cells at 139%. This suggests that AA-
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cells are more responsive to resveratrol, leading to increased upregulation and higher protein

levels of Sirtl in this compared to the other Alal6Val-SOD2 genotypes.
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Figure 4 - Resveratrol effects Sirtuin 1 mRNA and protein levels of PBMC carrier’s different Alal6Val-
SOD2 genotypes. C= control, R= resveratrol at 10 uM concentration. Results are presented as fold of un-
treated control group (represented by dashed line on the graph). The results were compared by Student T

test. *** = p< 0.01.

DISCUSSION

In general, our results corroborate previous investigations describing the inhibition of
immune cell proliferation, decrease in inflammatory cytokine production (Fulop et al., 2014)

and upregulation of sirtl gene expression (Hori et al., 2013) by resveratrol. However, to our
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knowledge we show for the first time that these effects on human PBMC activation are appar-
ently not universal but influenced by the oxidative metabolic status of the cell associated with
SOD2 enzymatic function. Studies performed by Kaminski et al. (2013) suggest that the
SOD2 enzyme constitutes an important control switch in the process of activation-induced
oxidative signal generation in T-cells. The authors observed that SOD2 overexpression trig-
gers T-cell activation. It is therefore plausible to infer that cells with differential SOD2 effi-

ciency may provide differential responses to molecules that act on PBMC activation.

It is generally accepted that the SOD2 enzyme is essential for the survival of cells un-
der aerobic conditions. Here oxidative phosphorylation is used to generate energy for metabo-
lism from ATP production and generates O« as a sub-product (Holley et al., 2010; Kaminski
et al., 2013). Other investigations have estimated that during normal respiration the O,¢" con-
centrations in mitochondria can reach pM concentrations (Dhar & St Clair, 2012). However,
the control of O,¢" levels by SOD2 needs to be finely regulated: low SOD2 efficiency can
increase O,* levels, whereas high SOD2 efficiency can increase H,O; levels. Moreover, both
of these situations can cause oxidative stress, potential cellular damage (Cavagnat et al.,
2012) and have differential effects on the immune system. In fact, the proliferation of AV-
PBMCs decreased in the presence of resveratrol treatments in a similar way as described in
previous studies using immune cells as an experimental model (Wu et al., 2006; Halicka et
al., 2012; Wang et al., 2013; Zou et al., 2013). However, these results were not the same in
homozygous carrier cells suggesting that there may be a pharmacogenetic effect of Alal6Val-

SOD2 in PBMC activation when exposed to resveratrol.

We show here that AA-allele high efficiency SOD2 cells display greater responsive-
ness to T-cell lymphocyte inhibition when treated with resveratrol. These cells also show a
decrease in inflammatory cytokines and ROS levels. However, after 72 h this effect is totally

reverted and at > 5 uM resveratrol concentrations cell proliferation in AA-cells increased sig-
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nificantly when compared to the untreated control group. In VV low-efficiency SOD2 cells,
supplementation with resveratrol (> 5 uM) in culture medium stimulated cellular proliferation
after 24 and 72 h at the same concentrations as was also observed in VV-cells. Although
resveratrol decreased the levels of some inflammatory cytokines in VV-cells, this effect was
less evident in A-allele carriers. These results corroborate previous investigations that de-
scribe high levels of inflammatory cytokines in VV-allele PBMCs when compared to A-allele
PBMCs (Montano et al., 2012) indicating that VVV-cells were more resistant to antioxidant
and anti-inflammatory molecules such as resveratrol. In contrast, the effect of resveratrol in
AA-cells appears to be transient, precipitating a reversion in T-cell activation response after

72 h of exposure.

Despite these differences, resveratrol treatment was able to activate Sirtl in PBMCs,
independent of the Alal6Val-SOD2 SNP, although this effect is more evident in AA-cells.
There is evidence that Sirtl can preserve mitochondrial function of non-immune cells, such as
cardiomyocytes, attenuating myocardial oxidative damage during ischemia reperfusion in-
volving SOD2 upregulation (Tanno et al., 2010). As sirtl expression is upregulated in all
Alal6Val-SOD2 genotypes in response to resveratrol, differences in the PBMC proliferative
response are likely a consequence of O,¢” and H,0, imbalance found in SOD2 homozygous
genotypes. These may either be not fully reverted by Sirtl gene regulation or are a direct anti-

oxidant effect of resveratrol.

Whilst a consistent number of studies have associated the Alal6Val-SOD2 SNP with
chronic diseases and biological dysfunctions, there are a number of inconsistent results that
may be due to environmental factors such as dietary and physical activity (Bresciani et al.,
2013a). Unfortunately, epidemiological investigations do not permit the isolation and control
of the contributions of environmental variables in genetic studies. For this reason, the use of

Alal6Val-SOD2 SNP as a model to investigate the impact of constitutive oxidative metabolic
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imbalance in response to pharmacological and nutritional molecules under in vitro controlled
conditions can be considered relevant. However, only recently have investigations been per-
formed using in vitro genetic-models to analyze the effect of stressor agents such as cryopres-
ervation, UV radiation, elevated levels of glucose/insulin and the effects of pharmacological
drugs on cytotoxicity, oxidative stress and inflammatory biomarkers (Martin et al., 2009; dos
Santos Montagner et al., 2010; Costa et al., 2012; Montano et al., 2012; Barbisan et al.,
2014). In all studies presented so far, the cellular response shows some differential effect re-

lated to O,¢” and H,0, imbalance found in AA- and VVV-genotypes.

In this study, we tested for the first time the effect of an antioxidant and recognized
anti-aging molecule, resveratrol, on cells carrying different SOD2 genotypes. Despite the oc-
currence of some methodological limitations related to in vitro studies and the low number of
volunteers used to perform these experiments, we conclude that the effects of resveratrol on
human PBMCs is not universal. Complementary in vivo pharmacogenetic investigations eval-
uating the resveratrol effect on immunological biomarkers could help us to validate the results

presented here and confirm any impact this data has on human physiology.
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4 DISCUSSAO

Os resultados aqui descritos corroboraram investigagdes anteriores que descrevem o
efeito anti-inflamatdrio do RES via inibicdo da proliferacdo de CMSPs, diminuicdo dos niveis
das citocinas inflamatérias (FULOP et al., 2014) e a super regulacdo da expressdo SIRT 1 e
aumento na concentracao citoplasmatica desta proteina (HORI et al., 2013). No entanto, 0
presente estudo relata pela primeira vez efeito farmacogenético na acédo do RES indicando que
a intensidade da acdo anti-inflamatoria desta molécula ndo é universal, mas sim fortemente
dependente do estado metabolismo oxidativo associado com a fun¢édo enzimatica da SOD2.

A potencial interacdo entre 0 RES e a enzima SOD2 tem sido relatada em estudos pré-
vios. Ungvari e colaboradores (2009) mostraram um aumento na expressao da SOD2 provo-
cado pelo RES, ao verificar se 0 mesmo atenua a producdo de espécies reativas de oxigénio
mitocondriais em celulas endoteliais de artérias coronarias humanas.

Nesse mesmo ano, Danz e colaboradores (2009), avaliaram o papel protetor do RES
sobre a morte de cardiomidcitos induzida pela doxorrubicina (DOX), um importante agente
quimioterapico. Os resultados observados mostraram que o tratamento com RES inibiu a pro-
ducdo de EROs nas mitocondrias das células cardiacas ocasionadas pela doxorrubicina e isso
provavelmente devido a um aumento na atividade da SOD2 (DANZ et al., 2009). Fukui e
colaboradores (2010) mostraram aumento da SOD2 estimulado pelo RES em células neuro-
nais do hipocampo. Nos estudos realizados por Kairisalo e colaboradores (2011), mostraram
gue o RES reduz o estresse oxidativo e aumenta a sobrevivéncia das células feocrocitomas e
aumenta os niveis de SOD2.

Em 2011, Jackson e colaboradores, ao administrar uma suplementacdo dietética de
longo prazo com RES em ratos jovens, de meia-idade e idosos, pesquisaram a capacidade de
RES em reduzir o estresse oxidativo induzido pelo envelhecimento e proteger contra a Sarco-
penia, uma sindrome caracterizada pela perda progressiva e generalizada da forca e massa
muscular, que ocorre em consequéncia do envelhecimento. Os dados mostraram que o RES
aumentou a SOD?2 e reduziu os niveis de H,O, e de peroxidacdo lipidica em amostras de mas-
culo (JACKSON et al., 2011). Xu e colaboradores (2012) ao analisar o RES, observaram efei-
to protetor na mitocondria exposta a hiperglicemia, induzida por dano oxidativo. Este efeito
estava associado a ativacao do gene da SIRT 1.

Recentemente, Chang e colaboradores (2014) investigaram em seus estudos a via de
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sinalizacdo metabdlica e o efeito antioxidante do RES nos musculos esqueléticos de contracdo
rapida e lenta em ratos com diabetes. Sugerindo que o tratamento com RES no musculo dia-
bético de contracdo lenta elevou a atividade da SOD2.

Estudos realizados por Kaminski e colaboradores (2013) sugeriram que a enzima da
SOD2 constitui um importante interruptor no controle do processo de geracdo de sinais oxida-
tivos induzido por ativacdo em linfécitos T. Neste caso, 0s autores observaram que a super
expressao da SOD2 induziu a ativacdo dos linfocitos T. Portanto, é plausivel inferir que as
células com diferentes eficiéncias da SOD2 poderiam apresentar diferentes respostas a molé-
culas que atuam na ativacdo das CMSPs. Como ja foi previamente comentado, a enzima
SOD?2 ¢ essencial para a sobrevivéncia de células aerébias, as quais utilizam fosforilacdo oxi-
dativa para gerar energia para 0 metabolismo a partir da producdo de ATP gerando O,+” como
um subproduto (HOLLEY et al., 2010; KAMINSKI et al., 2013). Uma investigacdo estimou
que durante a respiracdo normal, as concentracdes de O,+”na mitocdndria pode atingir 10> M
(DHAR, ST CLAIR, 2012). Entretanto, o controle dos niveis de O,¢" pela enzima SOD2 pre-
cisa ser bem regulado: a baixa eficiéncia da SOD2 pode aumentar os niveis de Oy", por outro
lado, a alta eficiéncia da SOD2 pode aumentar os niveis de H,O,, e ambas as situacdes geram
estresse oxidativo e potenciais danos celulares e diferentes efeitos no sistema imune (CAVA-
GNAT et al., 2012).

De fato, a proliferacdo de CMSP-AV, consideradas células com SOD2 balanceada,
diminuiu na presenca do tratamento com RES, em uma maneira similar aquela descrita em
estudos prévios utilizando células do sistema imune de modelos experimentais (WU et al.,
2006; HALICKA et al., 2012; WANG et al., 2013; ZOU et al., 2013). Contudo, esses resulta-
dos ndo foram os mesmos em células homozigéticas, sugerindo um efeito farmacogenético do
Alal6Val-SOD2 na ativagdo de CMSP quando expostas ao RES.

As CMSP-AA com alta eficiéncia da SOD2, nas primeiras 24 horas, apresentaram
maior resposta na inibi¢do de linfocitos quando tratadas com RES. Estas células também di-
minuiram os niveis de citocinas inflamatdrias e de EROs. No entanto, ap6s 72 horas este efei-
to foi totalmente revertido, e em concentracfes menores de 5 uM de RES, as CMSP-AA au-
mentaram significativamente a proliferacdo celular quando comparadas com o grupo controle
sem tratamento.

Em CMSP-VV, que possuem eficiéncia mais baixa da enzima SOD2, a suplementacéo
de RES em concentragcdes > 5 uM estimulou a proliferacdo celular em culturas de 24 e 72
horas. Embora, o RES tenha diminuido os niveis de algumas citocinas inflamatoérias nas

CMSP-VV, esse efeito também foi menos intenso do que aquele observado em portadores do
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alelo A. Esses resultados corroboram resultados descritos em pesquisas anteriores que descre-
veram niveis altos de citocinas inflamatorias em CMSP-VV quando comparados com CMPS
do alelo A, indicando que as CMSP-VV sdo mais resistentes a moléculas antioxidantes e anti-
inflamatdrias, como o0 RES (MONTANO et al., 2012). Ao contrério, o efeito do RES em
CMSP-AA parece ser transitorio precipitando uma reversdo na resposta anti-inflamatdria em
celulas cultivadas durante 72 horas.

Apesar dessas diferencas, o tratamento com RES foi capaz de ativar a SIRT 1 nas
CMSP, independentemente do polimorfismo Alal6Val-SOD2, embora o seu efeito tenha sido
mais intenso nas CMSP-AA. Ha evidéncias que a SIRT 1 pode preservar a fungdo mitocon-
drial de células ndo imunes, como cardiomiécitos atenuando o dano oxidativo do miocéardio
durante reperfusdo isquémica, via regulacdo positiva da SOD2 (TANNO et al., 2010). Como o
RES regula positivamente o gene da SIRT 1 em todos os genétipos Alal6Val-SOD2, diferen-
cas na resposta proliferativa de CMSP provavelmente sdo consequéncia do desequilibrio Oy
- H,0, encontrados nos gen6tipos homozigotos da SOD2 ndo envolvendo acdo direta da SIRT
1.

Um numero consistente de estudos, tem descrito associacdo entre o polimorfismo
Alal6Val-SOD2 com risco de doencas crbnicas e disfuncBes bioldgicas, apesar de haver al-
guns resultados inconsistentes, provavelmente, devido a interagdes ambientais como variaveis
de atividade fisica e nutricionais (BRESCIANI et al., 2013). Infelizmente, investigagdes epi-
demioldgicas ndo permitem o isolamento e controle da contribuicdo destas variaveis
ambientais em estudos de polimorfismos genéticos. Por essa razdo, o uso do polimorfismo
Alal6Val-SOD2 como modelo in vitro para investigar o impacto do metabolismo oxidativo
constitutivo desbalanceado em resposta as moléculas farmacolégicas e nutricionais em condi-
¢Oes controladas, pode ser considerado relevante.

Entretanto, até 0 momento, as investigacdes realizadas com modelo genético in vitro
foram mais focadas na avaliagdo do efeito de agentes estressores (causadores de estresse) co-
mo criopreservacdo, radiacdo UV, exposicdo a altas concentracfes de glicose e insulina ou
drogas farmacoldgicas na citotoxicidade, estresse oxidativo e biomarcadores inflamatoérios
(MARTIN et al., 2009; dos SANTOS MONTAGNER et al., 2010; COSTA et al., 2012;
MONTANO et al., 2012; BARBISAN et al., 2014). Em todos estes estudos realizados, a res-
posta celular apresentou algum efeito diferencial relacionado com o desequilibrio de O,¢ -
H,O, encontrado nos gendtipos AA e VV. Diferente destes estudos, esta investigagéo relatou
pela primeira vez o efeito do RES, que é uma molécula antioxidante e reconhecida por ter

propriedades anti-envelhecimento, em CMSPs.
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Apesar da existéncia de limitacbes metodoldgicas relacionadas a estudos in vitro e o
baixo nimero de voluntérios usados para a realizacdo dos experimentos, os resultados do pre-
sente estudo permitem sugerir que o efeito do RES em CMSP humanas nao € universal, ja que
células portadoras do genétipo VV néo apresentaram efeito anti-inflamatorio na presenca des-
ta molécula antioxidante. Investigacfes farmacogenéticas complementares in vivo avaliando o
efeito do RES em biomarcadores imunoldgicos poderiam ajudar a elucidar se os resultados

encontrados nesse estudo possuem algum impacto na fisiologia e saude humana.



5 CONCLUSAO

No presente estudo, foi avaliado o efeito de diferentes concentragdes do RES na ativagéo
inflamatoria de CMSPs portadoras de diferentes genétipos do polimorfismo Alal6Val-SOD2:

Os resultados mostraram acdo anti-inflamatéria do RES em CMSPs, conforme previ-
amente relatado na literatura. Entretanto, esta acéo foi fortemente influenciada pelo polimor-
fismo da SOD2, j& que ndo ocorreu efeito na viabilidade e proliferacdo celular de CMSPs
portadoras do genotipo VV;

Os niveis dos de marcadores oxidativos (EROs e lipoperoxidacdo) também foram in-
fluenciados pelo RES que atuou como antioxidante dependendo dos gendtipos investigados;

O RES diminuiu os niveis das citocinas inflamatorias IL-1B, IL-6, TNF-a e IFT-y,
principalmente, nas células portadoras do alelo A (AA e AV);

Um aumento significativo nos niveis da citocina anti-inflamatéria IL-10 foi observado
nas CMSPs independente do polimorfismo Alal6Val-SOD2;

O RES também aumentou a expressao do gene da SIRT 1 e dos niveis de proteina
desta molécula. Este efeito também foi independente do polimorfismo Alal6Val-SOD2, ainda
que tenha sido mais intenso em células AA.

O conjunto dos resultados sugere que existe uma resposta farmacogenética associada a
modulacdo dos niveis de O,* e H,O, na modulacdo de parametros inflamatérios de CMSPs

humano.
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