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Souza e Silva LF. Papel das sirtuínas sobre a função mitocondrial e a neurogênese 

em diferentes modelos celulares de hipóxia: relevância para a gênese e progressão 

da esquizofrenia [Tese]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas da 

Universidade de São Paulo; 2022 

 

A hipóxia é um fator ambiental relacionado com complicações no 

neurodesenvolvimento devido à disfunção mitocondrial. Uma vez que as sirtuínas 

estão envolvidas na regulação do metabolismo mitocondrial e celular, investigamos 

se os moduladores das sirtuínas poderiam ser uma estratégia protetora contra a 

hipóxia. Para tal, utilizamos astrócitos e neurônios primários do córtex de animais 

Wistar (controle), e Ratos Hipertensos Espontâneos (modelo de hipóxia e 

esquizofrenia neonatal) expostos ao indutor de hipóxia química, o cloreto de cobalto 

(CoCl2). As células foram tratadas com CoCl2 800µM e 2 mM por 24 horas, e foram 

previamente e simultaneamente estimuladas com Nicotinamida (50 µM), Resveratrol 

(0,5 µM) e Sirtinol (5 µM) (num total de 48 horas). Foram analisados a capacidade 

de retenção de cálcio mitocondrial, o potencial de membrana mitocondrial e os níveis 

de espécies reativas de oxigênio (ROS). Além disso, investigamos a expressão de 

genes relacionados ao metabolismo, dinâmica e biogênese mitocondrial, bem como 

os níveis de compostos de alta energia. Vimos que a hipóxia química e neonatal 

induzem a despolarização mitocondrial, diminuição da capacidade de retenção de 

cálcio, e aumento dos níveis de ROS, da expressão do Nfe2l2 e de genes 

relacionados a biogênese e fissão mitocondrial. A hipóxia também diminuiu os níveis 

de ATP e elevou os níveis de piruvato e lactato. A exposição prévia a todos os 

moduladores de sirtuínas aumentou a viabilidade dos astrócitos e neurônios, a 

expressão de Nfe2l2 e reduziu a produção de ROS. Nos astrócitos, ainda houve um 

estímulo da biogênese mitocondrial, e nos neurônios, houve um aumento na 

produção de ATP, piruvato, lactato e da expressão de genes relacionados a fusão 

das mitocôndrias. Em conjunto, nossos resultados sugerem que os moduladores de 

sirtuínas podem ser usados como uma estratégia protetora contra a hipóxia, já que 

parecem contribuir para uma melhor compreensão de seus efeitos no sistema 

nervoso central e para o melhor entendimento da função mitocondrial e sua relação 

com distúrbios do neurodesenvolvimento.  

 

Palavras-chave: mitocôndria, hipóxia, esquizofrenia e modulação epigenética  



Souza e Silva L. F. Role of sirtuins on mitochondrial function and neurogenesis in 

different cellular models of hypoxia: relevance to the genesis and progression of 

schizophrenia [Thesis]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade 

de São Paulo; 2022. 

 

Hypoxia is an environmental factor correlated with complications in 

neurodevelopment because of mitochondrial dysfunction. Once sirtuins are involved 

in the regulation of mitochondrial and cellular metabolism we investigated whether 

sirtuins modulators could be a neuroprotective strategy against hypoxia. We used 

primary cortical astrocytes and neurons from of Wistar (control), and Spontaneous 

Hypertensive Rats (model of neonatal hypoxia and schizophrenia) exposed to the 

chemical hypoxia inducer, cobalt chloride (CoCl2). The cells were treated with CoCl2 

(800 µM and 2 mM) for 24 hours and were previously and simultaneously stimulated 

with Nicotinamide (50 µM), Resveratrol (0.5 µM) and Sirtinol (5 µM) (48 hours). The 

mitochondrial calcium retention capacity, mitochondrial membrane potential and 

levels of reactive oxygen species were analyzed. In addition, genes related to 

mitochondrial metabolism, dynamics, and biogenesis, as well as levels of high-

energy compounds were investigated. The chemical and neonatal hypoxia induced 

mitochondrial depolarization, decreased calcium retention capacity, and increased 

levels of ROS, Nfe2l2 expression and genes related to mitochondrial biogenesis and 

fission process. The hypoxia also decreased ATP levels and increased pyruvate and 

lactate levels. Prior exposure to all sirtuin modulators increased the viability of 

astrocytes and neurons, by increasing Nfe2l2 expression and decreasing ROS 

production. In astrocytes, there was still stimulation of mitochondrial biogenesis. 

While in neurons, there was an increase in the production of ATP, pyruvate, lactate, 

and an increase in the expression of genes related to mitochondrial fusion. 

Altogether, our results suggest that sirtuins modulators could be used as a protective 

strategy against hypoxia and contribute to a better understanding of their effects on 

the central nervous system and to a better understanding of mitochondrial function 

and its relationship to neurodevelopmental disorders. 

 

Keywords: mitochondria, hypoxia, schizophrenia, and epigenetic modulation  
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1 INTRODUÇÃO 

 Para entendermos os mecanismos associados a desordem do 

neurodesenvolvimento relatada neste projeto, devemos compreender os conceitos 

primários sobre hipóxia e função mitocondrial para que consigamos entender como a 

epigenética e sua modulação podem ser utilizadas como estratégias terapêuticas. 

 

1.1 Hipóxia 

  Uma situação de hipóxia é caracterizada por baixas tensões de oxigênio (O2), 

especificamente, abaixo de 5% (Semenza, 2012; Semenza, 2014). Nessas 

condições, as células adaptam seu metabolismo a fim de prover energia mesmo 

com a redução de O2. Essas adaptações celulares são impulsionadas pela família 

dos fatores induzíveis de hipóxia, do inglês, hypoxia inducible factors ou HIFs. O 

principal componente dessa família e ativador da resposta adaptativa da célula é o 

hypoxia inducible factor 1 alpha (HIF1α). Foi demonstrado que a ativação do HIF1α é 

essencial para a regulação e transcrição de genes que atuam na adaptação das 

células em situações de hipóxia a fim de sustentar a homeostase energética 

(Semenza et al., 1994; Semenza et al., 1996; Solaini et al., 2010; Semenza, 2012; 

Smeneza, 2014; Fuhrmann e Brune, 2017; Lee et al., 2020).  

 O fator HIF1α é constitucionalmente transcrito, mas, em condições de 

normoxia (tensões normais de O2), os resíduos prolil do fator são constantemente 

hidroxilados pelas prolil-hidroxilases (PHDs). Essa reação é catalisada pela 

presença de dioxigenases dependentes de ferro (Fe2+), do substrato intermediário do 

ciclo do ácido cítrico (TCA), o 2-oxoglutarato, e de oxigênio (Semenza et al., 1994; 

Semenza et al., 1996; Solaini et al., 2010; Semenza, 2012; Semenza, 2014; 

Fuhrmann e Brune, 2017; Lee et al., 2020). Esse processo modifica a estrutura 

molecular do HIF1α, gerando succinato e dióxido de carbono. Após a hidroxilização, 

as proteínas Von Hippel-Lindau (pVHLs), que são membros da E2 ubiquitinas, se 

ligam ao HIF1α marcando-o para a ubiquinização e, posteriormente, a degradação 

proteassomal (Semenza, 2012; Semenza, 2014; Solaini et al., 2010; Fuhrmann e 

Brune, 2017). Quando em hipóxia, as mitocôndrias funcionam como uma espécie de 

sensor para baixas tensões de O2, modificando seu metabolismo, gerando menos 2-

oxoglutarato via TCA e mais espécies reativas de oxigênio (ROS), que oxidarão o 

Fe2+ para Fe3+ e, consequentemente, inibirão a ação das PHDs (Fuhrmann e Brune, 

2017). Nesse sentido, há uma estabilização dos níveis de HIF1α. Este, por sua vez, 
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migrará para o núcleo, se dimerizará com sua subunidade beta (HIF1β), e irão 

reconhecer regiões responsivas a hipóxia (HREs), promovendo a transcrição de 

genes que atuarão na adaptação celular a condição de redução de O2 (Semenza et 

al., 1994; Semenza et al., 1996; Solaini et al., 2010; Semenza, 2012; Semenza, 

2014; Fuhrmann e Brune, 2017; Lee et al., 2020). 

 As modificações promovidas pelo HIF1α funcionam como um botão de 

pânico, mas são potencialmente perigosas se usadas em excesso. Isso porque em 

excesso, tal ativação pode induzir uma redução drástica de ATP e aumento 

considerável de ROS, o que pode ter consequências desfavoráveis a longo prazo 

(Fuhrmann e Brune, 2017; Lee et al., 2020). Vale ressaltar, que a proteção ou 

vulnerabilidade cerebral durante o desenvolvimento estão intimamente relacionadas 

com a alta necessidade metabólica que é alterada no estado de hipóxia 

(Baburamani et al., 2015). O motivo para isso é que o cérebro é o maior consumidor 

de energia e, por essa razão, é particularmente suscetível a hipóxia (Fuhrmann e 

Brune, 2017; Lee et al., 2020; Sharp e Bernaudin, 2004). 

 

1.2 Metabolismo mitocondrial 

  As mitocôndrias são organelas esféricas ou alongadas que medem cerca de 

0.5 e 1.0 µM de largura e até 10 µM de comprimento, sendo sua quantidade 

relacionada com a necessidade energética de cada tecido (Rosenstock e Rego, 

2012; Lackner, 2013; Lavie et al., 2017; Pafnner et al., 2019; Sainero-Alcolado, 

2022). As mitocôndrias possuem duas membranas lipídicas chamadas de 

membrana externa mitocondrial (OMM) e membrana interna mitocondrial (IMM). 

Entre a OMM e a IMM, temos o espaço intermembrana (IMS). E, o espaço dentro da 

IMM é denominado de matriz mitocondrial.  

 Na OMM, temos canais denominados de porinas, que permitem a passagem 

(transporte passivo) de moléculas pequenas, como a glicose e íons para o IMS. A 

IMM é menos permeável, sendo maior em largura que a OMM, apresentando 

inúmeras vilosidades, chamadas de cristas mitocondriais. As cristas mitocondriais se 

projetam para a matriz mitocondrial, e é onde se localiza um conjunto 

proteico/enzimático denominado de cadeia transportadora de elétrons (ETC). Este, é 

responsável pela respiração celular através do processo da fosforilação oxidativa 

(OXPHOS) (Kandenbach, 2012; Lackner, 2013; Pfanner et al, 2019; Lavie et al., 

2017).  
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 O processo da OXPHOS é uma via metabólica onde as células usam os 

complexos da ETC para gerar adenosina trifosfato (ATP). Na ETC, existem cinco 

complexos (Lackner, 2013; Chaban et al., 2014; Lavie et al., 2017; Pafnner et al., 

2019; Sainero-Alcolado, 2022). Os complexos 1, 3 e 4 são compostas por 

subunidades codificadas pela DNA nuclear e mitocondrial que bombeia prótons 

entre a IMM e a IMS, gerando um gradiente eletroquímico ou potencial de 

membrana mitocondrial (MMP). Este, por sua vez, será utilizado pelo complexo 5 

(ATP sintetase) para converter adenosina difosfato (ADP) em ATP. O complexo 2 é 

a enzima responsável pela oxidação do succinato, dando continuidade à geração de 

elétrons para o complexo 3, porém, esse complexo não bombeia próton para a IMS 

e é o único transcrito somente pelo DNA nuclear (Chaban et al., 2014). Os 

combustíveis para a fosforilação oxidativa são nicotinamide adenine dinucleotide 

(NADH) e flavin adenine dinucleotide (FADH2), gerados pela glicólise, pela oxidação 

de ácidos graxos e pelo ciclo do ácido cítrico (TCA).  

 O processo de glicólise se inicia com uma proteína localizada na membrana 

externa mitocondrial, a hexoquinase (HK) que utiliza um ATP para converter a 

glicose em glicose-6-fosfato (G6P). A G6P é convertida em frutose-6-fosfato (F6P) 

pela enzima fosfoglicose isomerase (PGI), na sequência, a F6P é convertida pela 

fosfofrutoquinase-1 (PFK) (usando um ATP), para frutose-1,6-bifosfato (F1,6P). Em 

diante, haverá a formação de gliceroaldeído-3-fosfato (G3P) pela ação da enzima 

aldolase (ALD). A conversão de G3P em 1,3-bifosfoglicerato (1,3BPG) pela 

gliceroaldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) produz 2 moléculas de NADH a 

partir de 2 moléculas de dinucleótido de nicotinamida e adenina (NAD+). Em 

sequência, a 1,3BPG é convertida em 3-fosfoglicerato (3PG) pela fosfoglicerato 

quinase (PGK), transferindo energia para duas moléculas de ADP, formando duas 

moléculas de ATP. A 3PG é então convertida em 2-fosfoglicerato (2PG) pela 

fosfoglicomutase (PGM) gerando H2O molecular. A partir daí, haverá a conversão da 

2PG em fosfoenolpiruvato (PEP) pela enolase (ENO). Na última etapa da via, o PEP 

é convertido pela piruvato quinase (PK) em piruvato, gerando duas moléculas de 

ATP. Assim, como resultado, cada molécula de glicose, pela glicólise, gera duas 

moléculas de ATP, de NADH e de piruvato (Lackner, 2013; Chaban et al., 2014; 

Lavie et al., 2017; Pafnner et al., 2019; Sainero-Alcolado, 2022).  

 Em um processo metabólico normal, o piruvato permeia as membranas 

mitocondriais através de um carreador chamado de carreador de piruvato (MPC) 



 

18 
 

(Bender e Martinou, 2016). Na matriz mitocondrial o piruvato é convertido pelo 

complexo piruvato desidrogenase (PDH) em acetil-coa, dando início ao ciclo do 

ácido cítrico (TCA). A primeira reação do TCA converte o acetil-coa mais 

oxaloacetato em citrato pelo citrato sintetase. O citrato é então convertido pela 

aconitase em isocitrato, que por sua vez, é convertido em α-cetoglutarato pela 

isocitrato desidrogenase. Como substrato é formando NADH. Em sequência, o α-

cetoglutarato é convertido em succinil-coa pela α-cetoglutarato desidrogenase, essa 

reação também forma NADH. Então, a succinil-coa é convertida em succinato pela 

succinil-coa desidrogenase. Na sexta reação, o succinato é convertido em fumarato 

pela succinato desidrogenase, gerando FADH2. O fumarato será então convertido 

para malato, pela fumarase e o malato será convertido em oxaloacetato pela malato 

desidrogenase, também gerando NADH. Essa última reação reinicia o TCA 

(Lackner, 2013; Chaban et al., 2014; Bender e Martinou, 2016; Lavie et al., 2017; 

Pafnner et al., 2019; Reyes e Chandel, 2020; Sainero-Alcolado, 2022). Como 

resultado, tem-se seis moléculas de NADH e duas de FADH2, que são utilizadas 

pela OXPHOS. 

 Quando o MMP está polarizado, se tem o gradiente eletroquímico para a 

transferência de elétrons que se dá entre os complexos e por suas subunidades 

estruturais. O complexo 1 ou NADH desidrogenase é a maior enzima da cadeia 

respiratória e possui forma de “L”, com uma parte extensa incorporada na bicamada 

lipídica e uma menor que se projeta para a matriz mitocondrial. Esse complexo é 

responsável pela oxidação do NADH, promovendo o transporte de elétrons e 

bombeando prótons para a IMS (Lackner, 2013; Chaban et al., 2014; Bender e 

Martinou, 2016; Lavie et al., 2017; Pafnner et al., 2019; Reyes e Chandel, 2020; 

Sainero-Alcolado, 2022). O complexo 2, ou succinato desidrogenase (FADH2 

desidrogenase), é um complexo que também é capaz de fornecer elétrons para a 

cadeia respiratória, utilizando como substrato o FADH2 (Chaban et al., 2014). O 

complexo 3 ou citocromo C oxidoredutase localiza-se entre o espaço interno da 

mitocôndria e projeta-se para a matriz mitocondrial. Esse complexo mitocondrial é 

essencial para a formação e a manutenção do MMP, pois possui a capacidade 

enzimática tão forte que é capaz de bombear dois prótons para a IMS. O complexo 4 

ou citocromo C oxidase possui a capacidade de oxidar moléculas de O2 molecular, 

que são convertidas em água metabólica pela energia fornecida pelo complexo 3 em 

associação com um próton (H+) presente na matriz mitocondrial. Por fim, se tem o 
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complexo 5, que utiliza a força próton-motriz gerada pelos outros complexos (1, 3 e 

4) para a formação do ATP (Lackner, 2013; Chaban et al., 2014; Bender e Martinou, 

2016; Lavie et al., 2017; Pafnner et al., 2019; Reyes e Chandel, 2020; Sainero-

Alcolado, 2022). Para cada molécula de glicose, em condições normais, são 

produzidas de trinta a trinta e duas moléculas de ATP (Lackner, 2013; Chaban et al., 

2014; Bender e Martinou, 2016; Lavie et al., 2017; Pafnner et al., 2019; Reyes e 

Chandel, 2020; Sainero-Alcolado, 2022).  

 É importante mencionar, que não há apenas uma cadeia respiratória por 

mitocôndria. De fato, nas cristas mitocondriais existem diversos complexos que 

desempenham um papel em conjunto. Ainda, vale dizer que há vazamento de 

elétrons da cadeia respiratória, especificamente no complexo 3 e 4, que podem 

reagir com O2 molecular gerando o radical superóxido, que em condições normais, é 

considerado um subproduto do metabolismo mitocondrial e é rapidamente 

neutralizado por enzimas antioxidantes (Lackner, 2013; Chaban et al., 2014; Lavie et 

al., 2017; Pafnner et al., 2019; Sainero-Alcolado, 2022).  

 

1.3 Alteração da função mitocondrial induzida pela hipóxia 

 Como vimos, as mitocôndrias são responsáveis pelas reações de redução 

que geram energia para a célula. Contudo, em hipóxia, sua função é afetada 

negativamente, uma vez que elas consomem de 85 a 90% de todo o O2 para a 

produção de ATP (Sanderson et al., 2015). Consequentemente, as mitocôndrias 

modulam e modificam sua forma e tamanho, dividindo-se ou fundindo-se para 

misturar seus metabólitos, bem como as cópias do DNA mitocondrial (mtDNA), numa 

tentativa de se ajustar às alterações e demandas energéticas, e de manter a 

homeostase celular (Rosenstock e Rego, 2012). 

 Em curtos períodos de hipóxia, a eficiência catalítica de algumas enzimas é 

aumentada, como a fosfofrutoquinase-1 e a piruvato quinase, fomentando a glicólise 

e favorecendo o metabolismo energético anaeróbico (Solaini et al., 2010; Koos, 

2011; Semenza, 2012, Semenza, 2014; Fuhrmann e Brune, 2017; Lee et al., 2020). 

Conforme a hipóxia se prolonga, se torna mais severa, então as mitocôndrias 

passam a agir como uma espécie de sensor para baixas concentrações de O2 e, 

como falamos, sinalizam para impedir a degradação do HIF1α, aumentando sua 

disponibilidade e impulsionando novas adaptações celulares para lidar com a falta 

de O2 (Solaini et al., 2010; Koos, 2011; Semenza, 2012; Semenza, 2014; Fuhrmann 
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e Brune, 2017; Lee et al., 2020). Nesse sentido, há a transcrição de genes induzidos 

pelo HIF1α que facilitam a sustentabilidade da homeostase energética (Hamanaka e 

Chancel, 2010; Semenza, 2012; Semenza, 2014). Entretanto, essas adaptações 

fornecem uma sustentabilidade limitada e, devido a isso, o tempo de exposição e a 

severidade da hipóxia são fatores cruciais para a sobrevivência da célula (Solaini et 

al., 2010; Koos, 2011; Semenza, 2012; Semenza, 2014; Sanderson et al., 2015; 

Hamanaka et al., 2016; Fuhrmann e Brune, 2017; Lee et al., 2020). 

 A relação da mitocôndria com a hipóxia é complexa e extensa. Foi 

demonstrado que a ativação do HIF1α acarreta um aumento da subunidade COX4-2 

do citocromo c oxidase (complexo 4) da cadeia respiratória mitocondrial e uma 

diminuição da subunidade COX4-1. E essa inversão garante uma diminuição do 

funcionamento da cadeia respiratória, evitando o gasto de O2 e impedindo que a 

mitocôndria funcione inadequadamente. Entretanto, como consequência, se tem o 

aumento dos níveis de espécies reativas de oxigênio (ROS) pelo vazamento de 

elétrons, o que pode gerar estresse oxidativo e, também, há a despolarização do 

MMP pela diminuição na OXPHOS (Solaini et al., 2010; Koos, 2011; Semenza, 

2012; Semenza, 2014, Sanderson et al., 2015; Hamanaka et al., 2016; Fuhrmann e 

Brune, 2017; Lee et al., 2020). Ainda, a ação do HIF se estende a diversas enzimas 

da via glicolítica, aumentando, por exemplo, os canais transportadores de glicose 

(GLUT1), a atividade catalítica da HK (iniciador da via), fomentando a piruvato 

desidrogenase quinase 1 (enzima que degrada a PDK, que converte piruvato para 

acetil-coa) e a lactato desidrogenase 1 (que converte piruvato para lactato). É 

importante mencionar, que a conversão do piruvato para lactato, regenera o NAD+ 

que é reutilizado na glicólise (Solaini et al., 2010; Koos, 2011; Semenza, 2012; 

Semenza, 2014; Sanderson et al., 2015; Hamanaka et al., 2016; Fuhrmann e Brune, 

2017; Magistretti e Alaman, 2018; Lee et al., 2020). 

 As mitocôndrias são organelas altamente dinâmicas, coordenando eventos de 

fissão e fusão mitocondrial para manter sua forma, massa e distribuição para se 

ajustar às demandas energéticas das células. Ainda, as mitocôndrias também 

participam de diversos outros processos celulares, como apoptose e do próprio 

controle de qualidade mitocondrial, ou mitofagia, de forma interessante, todos esses 

processos são alterados no estado de hipóxia (Fuhrmann e Brune, 2017; Tilokani et 

al., 2018; Lee et al., 2020).  
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 O mecanismo de fissão mitocondrial é caracterizado pela divisão das 

mitocôndrias em duas, ou mais mitocôndrias menores. Por outro lado, o processo de 

fusão é justamente o oposto, ou seja, é a junção de pequenas mitocôndrias em uma 

maior. A fissão é ativada para remodelar a rede de mitocôndrias durante a divisão 

celular, para facilitar seu transporte para espaços pequenos e para segregar partes 

disfuncionais da mitocôndria promovendo sua reciclagem, ou mitofagia, que 

falaremos mais adiante. Dentre os fatores que aumentam a fissão, temos inibição da 

OXPHOS, aumento dos níveis de ROS e despolarização do MMP (Fuhrmann e 

Brune, 2017; Lee et al., 2020). 

 Resumidamente, o processo de fissão em si, começa pela divisão do mtDNA 

que marca o local onde deve ocorrer a fissão. Nesse sentido há o recrutamento do 

retículo endoplasmático, que se conecta à mitocôndria, formando uma espécie de 

sinalização para o sítio de divisão na OMM e na IMM. Em diante, uma proteína 

encontrada no citosol, a dynamin-related-like protein 1 (DRP1) é recrutada para esse 

sítio sinalizado na OMM por diversas proteínas, entre elas a mitochondrial fission 

protein 1 (FIS1) formando um oligômero na área demarcada proporcionando a fissão 

das organelas (Toule e Bliek, 2012; Fuhrmann e Brune, 2017; Tilokani et al., 2018; 

Ren et al., 2020; Liu et al., 2020). Quando em hipóxia, há o estímulo da E2 ubiquitin-

protein ligase (SIAH2) que impede a ação da a-kinase anchoring protein 121 

(AKAP121) que inibe a ação do DRP1, assim, proporcionando a ativação da via 

(Fuhrmann e Brune, 2017; Lee et al., 2020).  

 Em contraste, a fusão das mitocôndrias é estimulada a fim de aumentar o 

metabolismo energético, permitindo uma troca e conexão do conteúdo mitocondrial e 

para fomentar processos antioxidantes e manter o MMP. O mecanismo de fusão 

também é coordenado por proteínas na OMM como a mitofusin protein 1 e 2 (MFN 1 

e 2) e pela optic atrophy 1 (OPA 1), que se localiza na IMM. Resumidamente, 

quando há a necessidade de fusão, duas mitocôndrias se conectam através das 

proteínas MFN 1 e 2, conectando as OMMs. Na sequência, há a interação das 

MFNs com a OPA 1, o que propicia a ligação das IMM (Toule e Bliek, 2012; 

Fuhrmann e Brune, 2017; Tilokani et al., 2018; Ren et al., 2020; Liu et al., 

2020).  Nesse sentido, quando há uma disfunção mitocondrial, como ocorre nos 

períodos de hipóxia, por exemplo, estimula-se a fissão, e a fusão tende a ficar 

inibida (Fuhrmann e Brune, 2017; Lee et al., 2020; Ma et al., 2020).  
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 A fissão favorece ainda o processo de reciclagem das organelas, ou 

mitofagia. A mitofagia faz parte do processo de reciclagem celular chamado de 

autofagia, só que trata especificamente das mitocôndrias. Em casos de estresse 

mitocondrial, há o recrutamento de duas proteínas a PTEN-induced kinase 1 

(PINK1) e parkin RBR E3 ubiquitin-protein ligase (PARKIN). A proteína PINK 1 se 

acumula na OMM após um estresse (como a hipóxia), e forma um complexo com as 

proteínas de translocação de membrana externa mitocondrial (TOM). Caso a célula 

contorne os efeitos nocivos do estresse metabólico, esse complexo é inativado e a 

PINK 1 degradada. Porém, se o oposto ocorrer, esse complexo atua ativando a 

PINK 1 que, por sua vez, recruta a proteína PARKIN. O conjunto PINK/PARKIN 

interage então com o microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3 (LC3) 

permitindo o engolfamento das mitocôndrias disfuncionais pelo autofagossomo e, 

posteriormente, ocorrerá a degradação lisossomal (Quinn et al., 2020: Ge et al., 

2020). De forma interessante, o HIF1α interage com BCL2 interacting protein 3 

(BNIP3) e BCL2 interacting protein 3 like (BNIP3L), proteínas envolvidas no 

processo de autofagia, propiciando a ativação da proteína beclina 1 (BECN1) que é 

parte essencial do processo. Assim, a hipóxia induz também, diretamente por uma 

via independente da PINK/PARKIN, a reciclagem de mitocôndrias disfuncionais pela 

via HIF-BNIP3 (Fuhrmann e Brune, 2017; Tilokani et al., 2018; Ren et al., 2020; 

Pickles et al., 2020; Liu et al., 2020; Quinn et al., 2020; Ge et al., 2020). 

Nesse contexto, a ação do HIF é, de fato, um botão de pânico, sendo crucial para a 

sobrevivência celular nos períodos de falta de O2 (Figura 1). Uma das formas de 

estudar as disfunções ocasionadas pela hipóxia é a verificação da função 

mitocondrial. De fato, diversos grupos, incluindo o nosso, já demonstraram que a 

hipóxia pode desregular a função mitocondrial causando prejuízos energéticos 

(Solaini et al., 2010; Sanderson et al., 2015; Hamanaka et al., 2016; Fuhrmann e 

Brune, 2017; Magistretti e Alaman, 2018; E Silva et al., 2019; Lee et al., 2020; Ren et 

al., 2020; Pickles et al., 2020; Liu et al., 2020; Quinn et al., 2020; Ge et al., 2020). 
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Figura 1: Modificações impulsionadas pela hipóxia e suas consequências na função 

mitocondrial  

 

  

Legenda: quando as células estão em uma tensão menor do que 5% de oxigênio elas estão em 
hipóxia. Conforme essa situação se prologa, torna-se mais severa, modificando a expressão de 
genes que atuam na captação de glicose (GLUT), aumentando a atividade de enzimas glicolíticas, 
como a PDK e LDH, diminuindo a OXPHOS e os níveis de ATP, enquanto aumenta os níveis de 
piruvato e lactato. A hipóxia provoca ainda a despolarização do potencial de membrana mitocondrial 
(∆ѱm), e aumenta os níveis de ROS, diminuindo a viabilidade celular. Como mecanismo 

compensatório, se tem a indução das vias de fissão mitocondrial, mitofagia e biogênese 
mitocondrial. Caso não haja mais oxigênio (anoxia), a célula entra em colapso metabólico, onde há 
uma total disfunção mitocondrial aumentando ainda mais a morte celular.   
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1.4 Neurodesenvolvimento e a função mitocondrial 

 O desenvolvimento do tecido cerebral (neurodesenvolvimento) se inicia na 

fase pré-natal, nas 3ª e 4ª semanas de gestação (em humanos) e continua até os 

20-24 anos de idade (Son e Han, 2018; Fritsche et al., 2018).  

 O neurodesenvolvimento se inicia com a formação do tubo neural no período 

embrionário e fetal. Esse estágio é caracterizado pela proliferação celular (0-20 

semanas de gestação) e pela diferenciação das células-tronco neurais, ou neuro 

stem cells (NSCs) em células progenitoras neurais e gliais, ambas com intensa 

capacidade proliferativa (Son e Han, 2018; Fritsche et al., 2018). A neurogênese, é 

definida como a divisão, proliferação e diferenciação das células progenitoras 

neurais; isso também vale para a gliogênese, só que com as células progenitoras 

gliais 

 Hoje sabemos que todos os processos relacionados com a proliferação, 

diferenciação e migração neuronal são dependentes da disponibilidade de ATP e, 

portanto, da quantidade e do bom funcionamento das mitocôndrias (Vayssiere et 

al., 1992; Mattson et al., 2008; Agostini et al., 2016; Calió et al., 2020;). Durante o 

neurodesenvolvimento, há uma reprogramação do funcionamento celular a fim de 

promover o aumento da função mitocondrial e da quantidade de mitocôndrias a fim 

de suprir a nova demanda energética (Agostini et al., 2016; Calió et al., 2020).  

 As mitocôndrias são, ainda, de extrema importância para a própria estrutura 

neuronal, já que para a formação de axônios e dendritos (cone de crescimento 

axonal e filopódio, respectivamente), os neurônios devem ser ricos nessa organela 

(Lin-Hendel et al., 2016; Calió et al., 2020).  

 Estando o neurônio diferenciado e estruturado, as mitocôndrias passam a 

ser fundamentais para a formação (sinaptogênese) e manutenção de sinapses 

(Devine e Kittler, 2018; Calió et al., 2020; Siena et al., 2021). Sabe-se que a 

formação de sinapses é um processo dependente de mitocôndrias (Devine e Kittler, 

2018) e que o alto número de mitocôndrias na sinapse é de suma importância 

(Palay et al., 1957; Devine e Kittler, 2018;).  

 Para que ocorra a sinapse de fato, os níveis de ATP e de cálcio (Ca2+) 

citosólico devem ser bem coordenados, pois as proteínas envolvidas no processo 

de formação das vesículas contendo os neurotransmissores, bem como no 

processo de liberação do neurotransmissor na fenda sináptica são dependentes de 

ambos esses fatores (Vos et al., 2010; Südhof, 2012; Pathak et al., 2015). Vale 
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mencionar, que é necessário que essas organelas trafeguem até o terminal axonal 

(migração) para que as membranas das vesículas, contendo os 

neurotransmissores, sejam fundidas à membrana plasmática do neurônio 

(processo dependente de ATP e Ca2+). Essa dinâmica (movimentação) mitocondrial 

acontece ao longo dos microtúbulos com o auxílio de diversas proteínas do 

citoesqueleto, como a de ancoragem anchorage mitochondrial Rho GTPase 

(MIRO) e a de transporte, milton motor-adaptor (MILTON). Essas proteínas formam 

um complexo MIRO-MILTON que se liga à OMM e a proteina kinesin family 

member 5B (KIF5B), permitindo o deslocamento das organelas para as regiões 

onde são necessárias (Devine e Norkett, 2016; Devine e Kittler, 2018; Calió et al., 

2020; Siena et al., 2021). 

 Após a proliferação celular, a diferenciação e a sinaptogênese, ocorre o 

processo denominado de mielinização, que se inicia após o nascimento e continua 

na idade adulta (Williamson e Lyons, 2018). A mielinização consiste no 

envolvimento do axônio neuronal por oligodendrócitos formando a bainha de 

mielina, promovendo uma condução elétrica rápida e eficiente ao longo dos 

axônios, ajudando a preservar a integridade axonal (Barateiro et al., 2016). A 

mitocôndria parece ser um mediador essencial desse processo, uma vez que está 

envolvida no tamponamento de Ca2+ e na produção de ATP (Zehnder et al., 2021).  

 Após o nascimento e, especialmente durante os primeiros meses de vida 

pós-natal, o nível de sinapses é 50% maior do que na idade adulta (Peter, 1979; 

Glantz et al., 2007). Portanto, pode-se supor que pelo menos parte dessas 

sinapses são erradicadas ao longo da vida. De fato, a eliminação e remodelação 

sináptica em humanos são essenciais para manter a homeostase cerebral 

(Paolicelli et al., 2011). Essa abolição de sinapses desnecessárias ou extras é 

chamada de poda (pruning), e depende do aporte energético mitocondrial. A poda 

neural é o último processo do neurodesenvolvimento, concluindo-se entre os 20-24 

anos do indivíduo (Peter, 1979; Glantz et al., 2007; Petanjek et al., 2011; Huang et 

al., 2011; Huang et al. al., 2015; Fritsche et al., 2018; Son e Han, 2018; Calió et al., 

2020).  

 Como vimos, as mitocôndrias são organelas não somente de extrema 

necessidade para a manutenção energética tecidual, como também para o próprio 

desenvolvimento e manutenção do sistema nervoso central. Portanto, alterações 

ao longo do neurodesenvolvimento, causados por períodos de hipóxia, que por sua 
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vez modificam o metabolismo e dinâmica mitocondrial, são correlacionados com 

diversos transtornos neuropsiquiátricos como a esquizofrenia (SZ) (Ben-Shachar e 

Karry 2008; Martins-de-Souza et al., 2009; Rajasekaran et al., 2015; Roberts et al., 

2015; E Silva et al., 2019; Calió et al., 2020; Siena et al., 2021; Roberts, 2021).  

 

1.5 Esquizofrenia e função mitocondrial 

 A SZ é um transtorno mental crônico, multifatorial e debilitante que afeta a 

forma como o indivíduo pensa, sente e se comporta, tornando a noção de realidade 

distorcida. É importante ressaltar que o transtorno esquizofrênico está associado a 

um risco 2 a 3 vezes maior de mortalidade (Laursen et al., 2007; Nielsen et al., 

2013; Suvisaari et al., 2013; Kahn et al., 2015), e uma redução de 10 a 30 anos na 

expectativa de vida (Colton e Manderscheid, 2006; Chang et al., 2011; Nordentoft 

et al., 2013). 

 A principal característica da SZ é a presença de psicose, termo usado para 

descrever condições que afetam a mente, como a perda da realidade (Insel, 2010). 

O início da psicose pode ser precedido por semanas, meses ou mesmo anos de 

anormalidades comportamentais e psicológicas, como isolamento social 

acentuado, discurso excessivamente elaborado, circunstancial ou pobre, falta de 

iniciativa, interesse ou energia; esse período é chamado de fase prodrômica 

(Larson et al., 2011; George et al., 2017). Após esse período, os pacientes podem 

ou não desenvolver uma queixa de psicose denominada primeiro episódio psicótico 

(PEP) (entre 18-26 anos) (George et al., 2017). Após o diagnóstico de SZ, que é 

clínico, os sintomas dos pacientes são divididos principalmente em três grupos: 

positivos, negativos e cognitivos (Larson et al., 2011; Kahn et al., 2015; Davis et al., 

2016; Weinberger, 2017; Murray et al., 2017).  

 Os sintomas positivos são caracterizados por perda da realidade, 

alucinações, delírios, distúrbios do pensamento e agressão. Por outro lado, os 

sintomas negativos são caracterizados por embotamento afetivo, apatia, fala pobre 

e desorganizada, falta de prazer e retraimento social. Os sintomas cognitivos 

envolvem déficit de atenção, empobrecimento das funções executivas, memória e 

comportamento psicomotor (Davis et al., 2016; George et al., 2017; Murray et al., 

2017; Stępnicki et al., 2018). 

 Por ser um transtorno multifatorial, existem muitas teorias para explicar os 

mecanismos por trás da fisiopatologia e a neurobiologia da SZ, algumas delas 
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envolvem a função mitocondrial. No histórico da SZ, sua primeira relação com a 

disfunção mitocondrial foi descrita no ano de 1999, onde foi observado uma alta 

atividade do complexo 1 da cadeia respiratória, e uma baixa atividade do complexo 

4, em plaquetas de pacientes medicados e não medicados (Ben-Shachar et al., 

1999).  

 Foi evidenciado uma série de alterações mitocondriais em neurônios e 

células gliais de modelos animais de SZ, e em células derivadas de induced 

pluripotent stem cells (iPSC), tecido cerebral (post-mortem), células mononucleares 

do sangue periférico (PBMCs), soro, plasma, entre outras amostras de pacientes 

com o transtorno esquizofrênico (Prabakaran et al., 2004; De Oliveira et al., 2011; 

Verge et al., 2011, Ichikawa et al., 2012; Faizi et al., 2014; Rajasekaran et al., 2015; 

E Silva et al., 2019; Roberts, 2021; Nagaoka et al. al., 2020).  

 Nos estudos post-mortem, análises proteômicas revelaram déficits no 

metabolismo energético na área de wernicke, bem como alterações na glicólise no 

tálamo e alteração da homeostase do Ca2+ no córtex pré-frontal dorsolateral 

(DLPFC) (Martins-de-Souza et al., 2009; Martins-de-Souza et al., 2011). Uma 

revisão mais recente, com foco em análises proteômicas de diferentes áreas do 

cérebro post-mortem de indivíduos com SZ, foi revelado uma diminuição na 

produção de ATP juntamente com uma redução nos níveis proteicos que formam 

os complexos 1, 3 e 4, e no número de cópias do mtDNA (Roberts, 2021). 

 Ainda, em um ensaio metabolômico usando PBMCs de pacientes com SZ, 

sem uso de medicamentos, foram observadas alterações nas vias da glicólise, TCA 

e OXPHOS. Houve aumento de glicose 6-fosfato, frutose, frutose 6-fosfato, 

glicerato, ácido succínico e ribose 5-fosfato, e diminuição de gliceraldeído-3-fosfato 

e do próprio ácido cítrico (Liu et al., 2015). Outros trabalhos usando PBMCs de 

pacientes com o SZ também relataram uma diminuição na atividade de complexo 

1, e um aumento na produção de ROS (Mico et al., 2011; Gubert et al., 2013).  

 Em 2018, Da Silva e colegas também observaram em plaquetas de 

indivíduos de alto risco para desenvolver SZ, um declínio na atividade do complexo 

3 da cadeia respiratória, e intensificação na produção de lactato, que foi 

relacionado com à gravidade dos sintomas dos pacientes (Da Silva et al., 2018). 

Outros estudos também encontraram alterações em substratos metabólicos 

relacionados ao estresse oxidativo em PBMCs, plasma e soro de pacientes com 

SZ, como aumento de superóxido, ácido tiobarbitúrico, malondialdeído (MDA), 
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marcadores de dano oxidativo no DNA, como 8-oxodG, bem como aumento de 3-

nitrotirosina, relacionado ao estresse nitrosativo (Zhang et al., 2006; Dietrich-

muszalska et al., 2009; Dietrich-muszalska and Kontek, 2010; Dietrich-muszalska et 

al., 2012; Boskoic et al., 2013; Gubert et al., 2013; Bulut et al., 2013; Dietrich-

muszalska e Wachowicz, 2017; Chestkov et al., 2018; Dietrich-muszalska et al., 

2021). 

 Em neurônios glutamatérgicos derivados de iPS de pacientes com SZ, foi 

demonstrando uma redução de subunidades de diferentes complexos da cadeia 

respiratório mitocondrial, como NADH:Ubiquinone oxidoreductase Subunit A1 

(NDUFA1), NADH dehydrogenase 2 (MT-ND2), e NADH-ubiquinone 

oxidoreductase chain 5 protein (MT-ND5), além de uma redução dos níveis de ATP 

e NAD+ (Niu et al., 2019). Outro trabalho, também usando neurônios derivados iPS 

de pacientes, demonstrou diminuição na atividade dos complexos mitocondriais (1, 

2, 3 e 4), e de algumas de suas subunidades como, o NADH:Ubiquinone 

oxidoreductase Core subunit S1 (NDUFS1) e cytochrome c oxidase subunit I (COX 

1); esses achados foram relacionados há uma diminuição de 50% na produção de 

ATP (Li et al., 2019). 

 As mitocôndrias também estão envolvidas com a teoria dos 

neurotransmissores na SZ. A dopamina, por exemplo, é metabolizada pela enzima 

monoamina oxidase (MAO), que é acoplada a OMM (Lakshminarayanan et al., 

2019; Ben-Shachar, 2020). Ainda, a dopamina por si só, pode bloquear 

(reversivelmente) o funcionamento do complexo 1, funcionando como um 

sinalizador fisiológico para o aumento ou diminuição da razão ADP/ATP (Ben-

Shachar, 2020; Rosenfeld et al., 2008). Nesses dois casos, podemos sugerir que 

prejuízos na função mitocondrial podem acarretar a alterações na 

sinalização/transmissão dopaminérgica, podendo aumentá-la (devido a 

incapacidade de degradação) ou diminuí-la (devido ao bloqueio da cadeia 

respiratória). Portanto, ao longo do neurodesenvolvimento, o estímulo 

dopaminérgico ‘equivocado’, resultado de uma incapacidade energética e 

metabólica mitocondrial, poderia causar anormalidades e/ou vulnerabilidades em 

toda circuitaria neural. 

 Em relação ao glutamato, da hipótese glutamatérgica da SZ, as disfunções 

metabólicas ligadas à disfunção mitocondrial (como na hipóxia) causam um 

aumento dos níveis de ROS que, consequentemente, irão modificar a homeostase 
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redox causando uma disfunção glutamatérgica via; 1) hipoatividade dos receptores 

NMDA, 2) degeneração rápida dos interneurônios gabaérgicos, 3) provocando 

alterações nos oligodendrócitos e uma mielinização inadequada e 4) 

neuroinflamação (Duarte e Xin, 2019). Portanto, sabendo que a demanda 

energética cerebral é alta e depende da produção correta de ATP e regulação das 

espécies reativas de oxigênio, a disfunção glutamatérgica na SZ está certamente 

ligada a deficiências metabólicas mitocondriais (Calió et al., 2020; Duarte e Xin, 

2019). 

 Ainda, temos o próprio ATP, que quando liberado, pode agir como um co-

transmissor (Burnstock, 2006) ligando-se a receptores purinérgicos dos tipos P2X e 

P2Y ou é transformando-se em ecto-nucleotidases como adenosina monofosfato 

(AMP), adenosina difosfato (ADP) e posteriormente em adenosina (ADe); a ADe 

pode controlar a liberação de inúmeros neurotransmissores, como o glutamato, 

dopamina, serotonina e acetilcolina, além de inibir a ativação pós-sináptica por 

hiperpolarização. Assim, a disfunção mitocondrial, via deficiência de ATP, altera 

inúmeras vias na neurotransmissão. 

 Como demonstramos, existem evidências da disfunção mitocondrial em 

tecidos post-mortem, PBMCs, iPCs, soro, plasma e na própria neurotransmissão. 

Porém, essas são respostas fisiológicas adaptativas, ou refletem respostas de uma 

circuitaria outrora prejudicada. Nesse sentido, para entender de fato, como essas 

alterações metabólicas acontecem na fisiopatologia e neurobiologia do transtorno, 

devemos olhar para a SZ como uma desordem do neurodesenvolvimento.  

 

1.5.1 Esquizofrenia e neurodesenvolvimento 

 Nos últimos anos, diversos estudos têm relacionado anormalidades no 

neurodesenvolvimento com o surgimento de doenças psiquiátricas, como a SZ. 

Essas anormalidades seriam causadas por fatores externos que influenciaram o 

desenvolvimento do tecido cerebral, nomeadamente fatores ambientais (Keshavan 

et al., 1994; Murray et al., 2017; Roosterman e Cottrel, 2021). A ideia de que a SZ 

poderia ser uma desordem do neurodesenvolvimento (NDD) surge em 1891, com o 

pesquisador Thomaz Clouston, que evidenciou alterações em amostras post-

mortem de pacientes e as relacionou com prejuízos no período de desenvolvimento 

cerebral (Clouston, 1891). De acordo com sua hipótese, prejuízos na circuitaria 

neuronal causadas por alterações genéticas levariam a modificações na anatomia 



 

30 
 

e dinâmica cerebral do feto, o que posteriormente favorece o surgimento da SZ 

(Clouston, 1891).  

 Hoje em dia, os estudos que relacionam a SZ como uma NDD estão 

ganhando importância e destaque, relacionado não apenas eventos genéticos, mas 

também epigenéticos, com muita influência ambiental (ou fatores ambientais), que 

alterariam o neurodesenvolvimento em períodos críticos, como no período fetal 

(Owen e O’Donovan, 2017; Patel et al., 2021). Dentre os fatores ambientais 

estudados pelos pesquisadores, temos; infecções virais, obesidade maternal e má-

nutrição, bem como há riscos perinatais, como nascimento prematuro, baixo peso 

ao nascer, abuso de substâncias tóxicas como álcool e tabaco durante a gravidez 

(Atladótti et al., 2010; Atladóttir et al., 2012; Kong et al., 2012; Gardner et al., 2015; 

Atsem et al., 2016; Maeyama et al., 2018; Maher et al., 2018).  

 Um dos fatores ambientais mais relevantes no que diz respeito a prejuízos 

no neurodesenvolvimento é a própria hipóxia (Cannon et al., 2002; Xu et al., 2012; 

Giannopoulou et al., 2018; Roosterman e Cottrel, 2021; Brandon et al., 2022). Isso 

porque, apesar das células possuírem a capacidade de promover modificações 

adaptativas na maquinaria celular em resposta a baixas tensões de O2 (Solaini et 

al., 2010; Semenza, 2012, Semenza, 2014; Fuhrmann e Brune, 2017) após longos 

e severos períodos de hipóxia, desregulam essa capacidade alterando a dinâmica 

e metabolismo das mitocôndrias, e consequentemente, o desenvolvimento do 

próprio sistema nervoso (Solaini et al., 2010; Phillips, 2016; Fuhrmann e Brune, 

2017; Lee et al., 2020).  

 No sentido da hipótese do neurodesenvolvimento da SZ, os fatores 

ambientais, adjuntos a fatores genéticos, seriam eventos biologicamente ativos que 

alterariam a maquinaria, dinâmica e circuitaria do cérebro em desenvolvimento, 

gerando susceptibilidades e/ou vulnerabilidades que permaneceram latentes, 

funcionando como um gatilho, que seria disparado através da soma de outros 

fatores externos, ou outros eventos biologicamente ativos, como traumas 

psicossociais, abuso de drogas e álcool, entre outros, impulsionando os sintomas 

prodrômicos, e posteriormente, a SZ (Keshavan, 1999; Davis et al., 2014; Owen e 

O’Donovan, 2017; Patel et al., 2021). 

 O histórico da hipóxia na SZ está intrinsecamente relacionado com uma 

complicação obstétrica que causaria tais anormalidades, ou vulnerabilidades, na 

anatomia e dinâmica cerebral. Na prática clínica a hipóxia fetal se dá, 
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majoritariamente, em situações de hipertensão na gravidez, ou pré-eclâmpsia, 

causando uma redução da oxigenação do feto em desenvolvimento (Dalman et al., 

1999; Murray et al., 2017; Tong e Giussani, 2019; Lahti-Pulkkinen et al., 2018; 

Poets, 2020; Robinson et al., 2021). No contexto multifatorial é importante 

mencionar que, um indivíduo que passou por situação de hipóxia fetal, não 

necessariamente vai desenvolver a SZ. Há possibilidade de a hipóxia alterar 

drasticamente a função celular não é um fator causal único. Porém, o surgimento 

da SZ dependerá se esse gatilho vai, ou não, ser disparado outro evento 

biologicamente ativo (Cannon et al., 2002; Xu et al., 2012; Giannopoulou et al., 

2018; Roosterman e Cottrel, 2021; Robinson et al., 2021; Brandon et al., 2022).  

 Entretanto, a situação de hipóxia fetal promove uma chance duas vezes 

maior de o indivíduo desenvolver SZ (Hefter, 2018; Giannopoulou et al., 2018). Em 

relação a isso, foi evidenciado através de estudos com ressonância magnética, que 

pessoas que passaram por hipóxia fetal, possuem alterações na anatomia cerebral 

que são similares às daquelas observadas em indivíduos com o transtorno 

esquizofrênico e que também passaram pela mesma situação (Cannon et al., 

2002). 

 Sabe-se que o cérebro fetal é altamente plástico e particularmente suscetível 

à hipóxia. Esta, inclusive, além de alterar a função mitocondrial, modifica também a 

expressão de centenas de outros genes tornando o ambiente do 

neurodesenvolvimento comprometido de diversas formas diferentes (Hefter et al., 

2018). Por exemplo, Schmidt-Kastner e colaboradores em 2012 verificaram que 

55% dos genes candidatos a serem relacionados com a SZ, são alterados pela 

hipóxia (Schmidt-Kastner, 2012). É importante ressaltar que, não apenas a SZ está 

ligada com eventos hipóxicos na gravidez, mas também diversos outros transtornos 

psicóticos e NDDs, como transtorno do espectro autista, déficit de atenção e 

hiperatividade, e o transtorno bipolar (Giannopoulou et al., 2018; Brandon et al., 

2022).  

 Em relação a dopamina, foi evidenciado na substância negra e na área 

tegmental ventral – regiões relacionadas ao controle cognitivo e motor – de 

modelos animais de hipóxia fetal, uma alteração seletiva de longo prazo em 

neurônios dopaminérgicos que persistem na vida adulta, como diminuição de 

neurônios dopaminérgicos, na síntese e aumento de liberação de dopamina 

(Giannopoulou et al., 2018; Brandon et al., 2022). De forma interessante, a enzima 
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tirosina hidroxilase (TH), que converte a L-DOPA em dopamina, requer O2 para seu 

funcionamento correto (Rostrup et al., 2008). Assim, a hipóxia pode ainda limitar a 

produção de dopamina no cérebro. Porém, para se adaptarem à hipóxia, o próprio 

HIF1α aumenta a expressão de TH para compensar a redução de O2 e propiciar o 

disparo dopaminérgico (Paulding et al., 2002; Giannopoulou et al., 2018).  

 Interessantemente, em amostras de cérebros post-mortem de neonatos 

humanos que passaram por hipóxia fetal, há a incidência de imunorreatividade da 

TH, na substância negra e na área tegmental ventral (Pagida et al., 2013). Em 

estudos de neuroimagem de pacientes com SZ, foi observado a mesma alteração 

(Howes et al., 2013). Nesse mesmo estudo conduzido por Pagida e colaboradores, 

com amostras humanas de neonatos que passaram por hipóxia fetal crônica, foi 

evidenciado uma redução da imunorreatividade da TH em neurônios 

mesencefálicos e uma redução do tamanho dos neurônios dopaminérgicos da 

substância negra, demonstrando uma alteração precoce na neurotransmissão 

dopaminérgica sobre condições de hipóxia prolongada (Pagida et al., 2013).  

 Recentemente, Brandon e colaboradores em 2022, expuseram 

camundongos grávidos a uma situação de redução de oxigênio por 48 horas no 

período embrionário E10 até o E12, mimetizando uma situação de hipóxia fetal. 

Coletando o cérebro desses animais na sequência, foi observado uma diminuição 

dos progenitores dopaminérgicos, retardo na migração dos neurônios 

dopaminérgicos e diminuição de receptores de dopamina no mesencéfalo. Ainda, 

no décimo dia pós-natal, observaram uma diminuição na atividade da TH no 

estriado (Brandon et al., 2022). Esses achados demonstram que a hipóxia fetal 

pode sim ser um fator ambiental comprometedor ao cérebro em desenvolvimento, 

alterando, por exemplo, as funções de neurônios dopaminérgicos que se 

perpetuam durante a vida adulta.  

 Nesse contexto, a teoria de que alterações genéticas e/ou epigenéticas que 

predispõem à ocorrência e/ou determinariam uma maior sensibilidade a fatores 

ambientais precoces (por exemplo, complicações obstétricas, infecções perinatais) 

ganha importância. Essas alterações, por sua vez, causam alterações 

neurofisiológicas, tais como modificações na arborização neuronal, resposta 

dopaminérgica exacerbada e diminuição do volume de estruturas cerebrais (Murray 

et al., 2017). Corroborando tal hipótese, está o fato de que tais modificações 

tornariam os indivíduos mais vulneráveis para a ocorrência do primeiro episódio 
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psicótico, observado na fisiopatologia da SZ (Keshavan et al., 1999; Murray et al., 

2017; Owen e O’Donovan, 2017; Patel et al., 2021). Por essa razão, modulação 

epigenética das Lys(k) deacetilases (KDACs), incluindo as sirtuínas (SIRTs) estão 

emergindo como potenciais alvos terapêuticos contra as NDDs (Rosenstock, 2013). 

 

1.6 Modulação epigenética e neuroproteção 

 O conceito de epigenética significa alterações na expressão de genes sem 

modificar as sequências de bases do DNA. Essas alterações podem ocorrer, por 

exemplo, em resposta aos fatores ambientais, resultando em alterações na forma 

em que a cromatina está tornando-se mais condensada ou mais frouxa, de uma 

forma mais ampla, a epigenética poderia ser resumida em “remodelação da 

cromatina” (Rosenstock, 2013; Naia e Rego., 2015; Naia et al., 2017a,b; Hwang e 

Song, 2017; Naia et al., 2021). Em consequência a isso, há a possibilidade de um 

gene, ou vários genes, serem mais ou menos expressos de acordo com o estímulo 

do ambiente.  

 Os nucleossomos são estruturas básicas da cromatina, constituídos de uma 

unidade do DNA genômico com aproximadamente 146 pares de bases, enroladas a 

um componente proteico, as histonas. Existem alguns tipos de histonas, como a 

histona 2 (H2), histona 2B (HB2), histona 3 (H3) e histona 4 (H4), todas possuem 

resíduos abundantes de lisina e arginina, e que favorecem um estado compacto e 

protegido assim modelando o formato da cromatina (Rosenstock, 2013; Hwang e 

Song, 2017). Nesse sentido, quando as histonas promovem um condensamento do 

DNA, controlando o acesso de outros fatores de transcrição. Assim, mecanismos 

epigenéticos que afrouxam essa condensação do DNA, fornecem uma importante 

regulação do genoma e da expressão gênica (Rosenstock, 2013; Hwang e Song, 

2017).  

 Uma das formas de modulação epigenética é a própria modificação das 

histonas. Cada histona tem uma estrutura central, e diversas “caudas” de unidades 

amino (N-terminal), que contém aproximadamente mais de 100 unidades passíveis 

de serem alteradas pós-translacionamente. Dentre essas modificações, podemos 

citar fosforilação, ubiquitinação, ribosilação do ADP, sumoilação, glicosilação, 

biotinilação, metilação e acetilação (Rosenstock, 2013; Naia e Rego, 2015; Naia et 

al., 2017a,b; Hwang e Song, 2017; Naia et al., 2021). Nesse contexto, a metilação e 

a acetilação são as mais estudadas (Rosenstock, 2013). Sabe-se que há proteínas 
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chamadas de histonas acetilases (HATs), que mantêm os resíduos de lisina da 

cromatina acetilados, promovendo o afrouxamento da cromatina e o acesso para a 

transcrição gênica. Por outro lado, há as histonas deacetilases (HDACs), que 

removem esse grupo acetil, promovendo o condensamento e cessando a transcrição 

gênica (Rosenstock, 2013; Naia e Rego, 2015; Naia et al., 2017a,b; Hwang e Song, 

2017; Naia et al., 2021).  

 A acetilação em resíduos de lisina das histonas foi uma das primeiras 

modificações a serem estudadas e são bem embasadas na literatura. Por conta 

disso, pode-se observar na literatura a troca da denominação de HATs ou HDACs, 

por lisina acetiltransferases (KATs) ou lisinas deacetilases (KDACs) (Rosenstock, 

2013; Naia e Rego, 2015; Naia et al., 2017a,b; Hwang e Song, 2017; Naia et al., 

2021). Existem diversas classes de HDACs (ou KDACs), sendo as classes I, II e IV 

denominadas de HDACs clássicas, e a classe III, conhecida como sirtuínas (SIRTs) 

(Rosenstock, 2013; Naia e Rego, 2015; Naia et al., 2017a,b; Hwang e Song, 2017; 

Naia et al., 2021).  

 As SIRTs, que compreendem 7 enzimas diferentes (SIRTs 1-7), são NAD+-

dependentes, e estão relacionadas com diferentes mecanismos, como silenciamento 

gênico, reparação do DNA e regulação do metabolismo. As SIRTs 1, 6 e 7 são 

predominantemente nucleares, enquanto as SIRTs 3, 4 e 5 são importadas para as 

mitocôndrias, e a SIRT 2 é citoplasmática (Guarente, 2006; Rosenstock, 2013). De 

forma interessante, proteínas mitocondriais também são alvos da ação das SIRTs, o 

que resulta em uma regulação precisa do metabolismo. Por conta disso, a 

modificação via acetilação, modifica a transcrição de genes envolvidos em diversos 

processos mitocondriais alterando, consequentemente, a célula como um todo 

(Rosenstock, 2013; Naia e Rego, 2015; Naia et al., 2017a,b; Hwang e Song, 2017; 

Naia et al., 2021).  

 Apesar dos mecanismos moleculares por de trás dos efeitos benéficos das 

SIRTs ainda serem controversos, o papel delas na neuroproteção já vêm sendo 

descrito (Luthi-Carter et al, 2010; Gräff et al, 2013; Guedes e Oliveira, 2013; Naia e 

Rego, 2015; Singh et al, 2018; Naia et al., 2017a,b; Lloret e Beal, 2019). Sabe-se, 

por exemplo, que a SIRT3, a maior deacetilase localizada nas mitocôndrias (Naia e 

Rego, 2015; Naia et al., 2017a,b), auxilia no controle da fosforilação oxidativa 

mitocondrial e, consequentemente, regula a taxa da produção de ROS (Giralt et al, 

2011). Curiosamente, a maioria dos sítios de acetilação reguladas pela SIRT3 são 
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enzimas envolvidas na via metabólica, o que faz da SIRT3 uma das principais 

reguladoras da função mitocondrial (Naia e Rego, 2015; Naia et al., 2017a,b).  

 No que diz respeito a esquizofrenia, moduladores de histonas deacetilases 

ganham destaque por possuírem uma eficiência antipsicótica, além de facilitar o 

aprendizado, memória e a neuroplasticidade sináptica (Rosenstock, 2013; Schroeder 

et al., 2016; Gilbert et al., 2019). Nesse sentido, a modulação das histonas pode vir a 

ser uma intervenção farmacológica em indivíduos susceptíveis para o 

desenvolvimento da SZ. De fato, existem evidências na literatura demonstrando uma 

diminuição na histona deacetilase 2 (HDAC2) no córtex dorsolateral frontal em 

amostras post-mortem de pacientes com SZ (Schroeder et al., 2016). Ainda, um 

estudo que utilizou a técnica de [11C]Martinostat positron emission tomography (PET 

scan) usando pacientes com SZ, demonstrou que há uma redução de HDAC2 do 

próprio córtex dorsolateral, e isso foi relacionado aos prejuízos cognitivos dos 

pacientes (Gilbert et al., 2019). Em outro estudo, foi evidenciado alterações 

polimórficas, ou single nucleotide polymorphism (SNPs), nos genes das histonas 

deacetilases, o que poderia estar correlacionado com o aumento do risco para a SZ 

(Kim et al., 2010).  

 Ainda, outro estudo demonstrou que os níveis de acetilação de histona 3 

resíduos de lisina 9 (H3K9) e resíduos de lisina 14 (H3K14) encontram-se 

diminuídos em regiões gênicas promotoras em 82 amostras post-mortem do córtex 

dorsolateral de pacientes com SZ (Akbarian et al., 2005). Não obstante, foi 

evidenciado em modelos animais que foram expostos a isolamento social 

(considerado fator ambiental psicossocial pós-natal nas NDDs), um aumento de 

marcas epigenéticas repressivas nas histonas, como a metilação da histona 3 

resíduo de lisina 9 (H3K9) (Wilkinson et al., 2009; Focking et al., 2019). Portanto, 

isso reforça a ideia de que o disparo do gatilho, também pode ser realizado através 

de modificações epigenéticas, ou por fatores ambientais. 

 Portanto, como mostramos, alterações no neurodesenvolvimento estão 

relacionadas com a SZ e, também, sabemos que os fatores ambientais estão 

relacionados a modificações epigenéticas (Focking et al., 2019). Nesse sentido, 

insultos ambientais durante a gravidez são capazes de causar modificações 

epigenéticas e, consequentemente, alterar o neurodesenvolvimento (Bale et al., 

2010; Monk et al., 2012; Focking et al., 2019). O comprometimento da gestação por 

insultos externos está associado a uma redução da acetilação (marcador de 
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promoção dos genes) e um aumento da metilação do DNA (marcador de repressão 

gênica) (Monk et al., 2012; Focking et al, 2019). Curiosamente a própria hipóxia é 

um promotor de metilação. Por meio do fator HIF1α, a hipóxia é capaz de controlar 

os estados condensado ou descondensado da cromatina suprimindo genes que 

atuariam em vias metabólicas na presença de O2, enquanto ativa genes que atuam 

na compensação metabólica visando garantir a homeostase energética celular 

durante esse período (Tsai e Wu, 2013; Ma, Xiong e Zhang, 2014; Batie, Peso e 

Rocha, 2018; Batie e Rocha, 2020; Kindrick e Mole, 2020; Kim et al., 2022). A 

hipóxia ainda, diminui a acetilação do resíduo de lisina 9 da histona 3, enquanto 

induz a sua metilação, uma marca ligada a repressão da transcrição genética (Tsai e 

Wu, 2013; Ma, Xiong e Zhang, 2014; Batie, Peso e Rocha, 2018; Batie e Rocha, 

2020; Kindrick e Mole, 2020; Kim et al., 2022). Nesse sentido, alterações as 

causadas pela hipóxia podem influenciar diversas vias e, no escopo deste projeto, 

especificamente vias metabólicas mitocondriais, que poderiam ser, de fato, 

consideradas como um evento biologicamente ativo que causaria anormalidades no 

neurodesenvolvimento, ou um potencial gatilho para o surgimento do transtorno 

esquizofrênico.  

 Nesse contexto, em 2019 nosso grupo investigou o papel da hipóxia e da 

disfunção mitocondrial em astrócitos primários do córtex de animais controle (ratos 

Wistar) e de animais considerados modelos para SZ e hipóxia neonatal (ratos SHR) 

e observamos que, de fato, a hipóxia, tanto química, quanto neonatal, desregula o 

potencial de membrana mitocondrial, a homeostase de cálcio, aumenta os níveis de 

ROS e altera expressão de genes relacionados com a biogênese mitocondrial e 

defesas antioxidantes (E Silva et al., 2019). Portanto, investigar o papel da hipóxia 

sobre o metabolismo mitocondrial dos neurônios primários do córtex dos mesmos 

modelos é importante. Ainda, pelo fato de que as SIRTs, que são histonas 

deacetilases, influenciarem na regulação de diversos fatores de transcrição e de 

proteínas relacionadas ao metabolismo energético, faz-se necessário investigar o 

seu papel, também, na neuroproteção. Sendo assim, esse projeto visou investigar 

potenciais alvos terapêuticos contra prejuízos no neurodesenvolvimento causados 

pela hipóxia sobre a função mitocondrial.  

 

1.7 Atividades realizadas no projeto 



 

37 
 

 A seguir, estão descritas todas as atividades relacionadas ao projeto do aluno 

Luiz Felipe Souza e Silva incluindo metodologia (concentrações de reagentes e/ou 

indicadores de fluorescência que foram utilizados nos experimentos), resultados, 

discussões e conclusões (todas atividades do projeto FAPESP 2018/13814-0). 

Também foram incluídos resultados referentes a continuidade do projeto FAPESP 

2015/25595-2 (Mestrado). Isso porque apesar de não estarem presentes no projeto 

enviado ao ICB, eles dão continuidade aos resultados. São eles: teste de modulação 

das sirtuínas com os moduladores propostos, testes de viabilidade celular, função 

mitocondrial como, potencial de membrana mitocondrial, homeostase de cálcio, 

níveis de superóxido mitocondrial, e PCR em tempo real de genes envolvidos com a 

via da biogênese mitocondrial (Pgc1α, Nrf1, Nfe2l2, Tfam e Tom20), além da 

avaliação da quantidade de mitocôndrias por imunofluorescência. Todos os 

experimentos foram essenciais para as análises posteriores nos neurônios 

primários, pois com eles, conseguimos ter, por exemplo, um embasamento para as 

concentrações de reagentes que deveríamos utilizar para modular as sirtuínas e a 

hipóxia química, pontos cruciais ao projeto. 

 Nesse sentido, vamos apresentar esses dados na seção “resultados 

astrócitos”, e descreveremos na metodologia a quantidade de células utilizadas, 

concentrações de reagentes e o próprio método empregado para as análises. Ainda, 

é importante dizer que diversos dados chave, que serão apresentados na seção 

resultados astrócitos, já foram demonstrados em E Silva et al., 2019, como a 

modulação da hipóxia química, viabilidade perante essa situação e toda análise 

mitocondrial supracitada perante a própria situação de hipóxia química e neonatal. 

Portanto, sugerimos essa publicação como material complementar da tese 

(https://doi.org/10.1038/s41598-019-53605-4). No mesmo sentido, todos os demais 

dados apresentados na seção “resultados astrócitos”, referentes a modulação de 

sirtuínas, e na seção “resultados neurônios” estão em processo de submissão. 

Nesse caso, nossas discussões serão voltadas para o que havíamos primariamente 

delineado para tais artigos e não apenas focadas exclusivamente nos resultados que 

apresentaremos. 

 No que diz respeito às análises de neurogênese e co-cultura, essas foram 

indubitavelmente afetadas pela pandemia. Nós não conseguimos realizar os 

experimentos propostos com a co-cultura e com as neuroesferas de neonatos a 

tempo de entregar a tese, entretanto, conseguimos padronizar ambas as culturas e 
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caracterizá-las, tanto para Wistar, quanto para SHR. Esses dados se encontram 

anexados à tese (ANEXO 1 e 2). Portanto, retiramos dos objetivos específicos a 

parte em que falávamos sobre as análises com neuroesferas. 

 Ainda, acrescentamos na seção ANEXOS dados de um projeto complementar 

que se originou a partir do projeto em questão, onde utilizamos um composto similar 

a um de nossos moduladores de sirtuínas in vivo a fim de verificar seus efeitos no 

comportamento animal (ANEXO 3). Também acrescentamos informações a respeito 

de um projeto de estágio no exterior que ocorreu em 2019 onde obtivemos alguns 

resultados que estão em pré-publicação (ANEXO 4). 

 

1.8 Objetivos 

 Avaliar o papel das SIRTs sobre a função mitocondrial e a neurogênese em 

diferentes modelos celulares de hipóxia: cultura primária de neurônios e astrócitos 

do córtex.  

 

1.8.1 Objetivos secundários 

• Estabelecer um modelo celular in vitro de hipóxia química através do uso do 

Cloreto de Cobalto (CoCl2) em neurônios primários; 

• Verificar os níveis e a expressão de HIF1α (principal fator de transcrição 

relacionado com a via da hipóxia) após o tratamento com CoCl2; 

• Avaliar a função mitocondrial nos modelos propostos antes e após a indução 

da hipóxia química; 

• Determinar a função e a dinâmica neural em todos os tipos celulares após o 

tratamento de todos os grupos celulares com CoCl2; 

• Averiguar o papel das SIRTs sobre as eventuais modificações na função 

mitocondrial ocasionadas pela hipóxia (em todos os grupos celulares de 

ambas as linhagens – Wistar e SHR); 

• Analisar a modulação epigenética sobre os déficits mitocondriais 

impulsionados pela hipóxia e discutir, ao final do trabalho, sua importância e 

relevância para doenças do neurodesenvolvimento como a SZ. 

•  
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 Dentre os materiais usados para efetuar os métodos descritos nessa seção 

temos os fluoróforos, Fluo-4-AM, Fluo-3-AM, Tetrametilrhodamina etil éster (TMRE), 

2’,7’ - dichlorodihidrofluocesceína diacetato (H2DCF-DA), Pluronic® F127, Mitosox e 

Vybrant™ MTT proliferation Assay kit foram adquiridos da empresa Molecular 

Probes/ Life/ThermoFisher (Eugene, OR, USA). Meio Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium (DMEM), Neurobasal, Soro Fetal Bovino, Antimicótico/Antibiótico (anti-anti) 

e Tripsina-EDTA 0.25%, foram adquiridos da empresa Life/ThermoFisher (Waltham, 

Massachusetts, USA). Soro de albumina bovina (BSA), TRITON-X, Cloreto de 

Cobalto, Dimetilsulfóxido (DMSO), Dietilpirocarbonato (DEPC), Bicina, Carbonil 

cianeto p-trifluormetoxifenil hidrazona (FCCP), Docetil Sulfato de sódio (SDS), 

Metanol e Polisorbato 20 (Tween-20) foram adquiridos da empresa Sigma (St. Louis, 

Missouri, USA). Reagente Braford Quick Start, PureZOL™, SsoAdvanced™ 

Universal SYBR® Green Supemix, cDNA Synthesis Kit, Acrilamida, Sample Buffer 

(4x), Trypan Blue Stain e Membranas de PVDF foram adquiridos da empresa BioRad 

(Hercules, California, USA). Clorofórmio e Isopropanol da empresa Merck 

(Darmstadt, Alemanha). Os kits de avaliação de ATP, ADP, NAD+/NADH, Piruvato, 

Lactato e MDA foram adquiridos da empresa Abcam (USA). Os anticorpos utilizados, 

bem como os primers estão descritos em suas respectivas seções. 

 Ainda, todos os procedimentos a seguir foram realizados nos laboratórios do 

Departamento de Farmacologia do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade 

de São Paulo. Parte dos experimentos, especificamente a avaliação dos astrócitos, 

foi realizada nos laboratórios da Faculdade de Ciências Médicas da Santa Casa de 

São Paulo, no Departamento de Ciências Fisiológicas. 

 

2.1 Modelos animais 

 Foram utilizados ratos das linhagens Wistar e SHR (Ratos Espontaneamente 

Hipertensos), fornecidos pelo biotério central (responsável Drª Zuleica Bruno Fortes), 

e mantidos no biotério de experimentação do Departamento de Farmacologia 

(Unidade I). Os animais foram alojados em número de quatro, em gaiolas plásticas 

medindo 33 x 40 x 17 cm. Essas gaiolas foram mantidas com ventilação e 

temperatura de 20 a 23 °C, controladas por meio de aparelhos de ar-condicionado, 

em um ciclo claro-escuro de 12/12 horas, iniciando-se a fase clara às 06 horas 30 

minutos. Água e comida foram fornecidas ad libitum. O método de acasalamento 
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para ambas as linhagens foi o sistema “harém”, onde duas fêmeas foram colocadas 

para acasalar com um macho. 

 Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com os 

princípios éticos para o uso de animais de laboratório descritos pela Sociedade 

Brasileira em Ciência de Animais de Laboratório (SBCAL) e pelo Conselho Nacional 

de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) e, também, de acordo com a lei 

Arouca, aprovada em 2008. O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética em Uso 

de Animais (CEUA) da Universidade de São Paulo sob o protocolo: 7646061120, e 

pela CEUA da Faculdade de Ciências Médicas da Santa Casa de São Paulo sob o 

protocolo: 004/18, ambos sob a responsabilidade da orientadora Tatiana Rosado 

Rosenstock. 

 Para esse projeto, os animais Wistar foram utilizados como controle e os 

animais espontaneamente hipertensos (SHR) foram considerados modelos de 

hipóxia neonatal e esquizofrenia, seguindo os padrões técnicos da literatura. 

 

2.1.1 Ratos espontaneamente hipertensos 

 A linhagem de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) é frequentemente 

usada para mimetizar a hipertensão gestacional (Pinto et al., 1998; Morton et al., 

2019; Wang et al., 2021). A expressão anormal de proteínas placentárias e a 

desregulação do sistema renina-angiotensina-aldosterona, também são observadas 

em mães SHR (Mattace et al., 2008). Filhotes SHR apresentam as principais 

características observadas em humanos recém-nascidos quando expostos à 

hipertensão intra útero durante a gestação, como retardo de crescimento, prejuízo 

no neurodesenvolvimento e déficits cognitivos (Peraçoli et al., 2001; Bassan et al., 

2005). Ainda, é importante mencionar que esses animais também são considerados 

modelos de SZ (Abílio et al., 2011; Calzavara et al., 2011; E Silva et al., 2019; 

Niigaki et al., 2019; Peres et al., 2018). 

 

2.2. Grupos experimentais 

 De modo a avaliar o metabolismo mitocondrial e a neurogênese, bem como o 

papel das SIRTs frente à hipóxia nos modelos propostos, os experimentos foram 

realizados nos seguintes grupos experimentais: 

• Grupo CTR: células de animais Wistar; 

• Grupo HIPÓXIA NEONATAL: células de animais SHR; 
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• Grupo HIPÓXIA QUÍMICA: células de animais Wistar expostas ao CoCl2; 

• Grupo HIPÓXIA NEONATAL + QUÍMICA: células de animais SHR expostas ao 

CoCl2; 

• Grupo CTR + SIRTs; 

• Grupo HIPÓXIA NEONATAL + SIRTs; 

• Grupo HIPÓXIA QUÍMICA + SIRTs; 

• Grupo HIPÓXIA NEONATAL + QUÍMICA + SIRTs. 

 

2.3 Cultura primária de astrócitos 

 Para a realização da cultura primária de astrócitos, utilizamos o córtex 

completo de ratos neonatos entre 3 e 4 dias de vida (p3-p4) como já descrito 

anteriormente (Rosenstock et al., 2004; Carvalho et al., 2004; E Silva et al., 2019). 

Inicialmente, o cérebro foi extraído e transferido para uma placa de petri contendo 

meio dulbecco modified eagle medium (DMEM) no gelo. Com uma lupa de 

dissecação (cell zeiss microscopy stemi 305), a meninge foi retirada por completo. O 

córtex foi dissecado e o tecido disperso mecanicamente com o auxílio de uma 

tesoura. Posteriormente, 3 agulhas de calibres distintos (24G x 3/4", 26G x 1/2", 30G 

x 1/2”) foram utilizadas para a dissociação completa do tecido. A suspensão foi 

dispersa por 3x com cada uma das agulhas. Após o processo, a suspensão celular 

foi então centrifugada a 1500 RPM por 5 minutos e o sobrenadante foi descartado. O 

pellet final foi ressuspendido em 2 mililitros (ml) de meio DMEM suplementado com 

10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antimicótico/antibiótico (Anti-Anti). Após a 

ressuspensão, as células foram distribuídas em 2 frascos T75 cm².  

Para a realização da cultura, foi padronizado que para cada frasco de cultura 

T75 cm² seriam utilizados 3 hemisférios de córtex. Assim, 3 animais (6 hemisférios 

de córtex) seria suficiente para 2 frascos de cultura T75 cm² (Smaili e Russel, 1999; 

Rosenstock et al., 2004; Carvalho et al., 2004; E Silva et al., 2019). A cultura foi 

mantida a 5% de CO2 e 37 °C, e o meio foi trocado a cada quatro dias. Após a 

confluência desejada (90-95%), atingida após 12-13 dias em cultura, as células 

foram tripsinizadas. 

 Para a tripsinização, o meio de cultura foi removido e as células foram 

lavadas 3x com PBS 1x (PBS: mM: 0,14 NaCl, 2,7 KCl, 1,5 K2HPO4 e 8,1 Na2HPO4). 

Após o processo de lavagem, o PBS foi removido e foi adicionado 1,5 ml de tripsina-

EDTA 0,25% por frasco T75 cm2; estes foram transferidos para uma estufa à 37 °C 
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por 5 minutos. Em seguida, a tripsina foi inativada com 1,5 ml de meio de cultura 

(contendo SFB 10%) e a suspensão final, contendo as células de interesse, foi 

transferida para um tubo cônico de 15 ml para serem novamente centrifugadas 

(2700 RPM por 10 minutos). O sobrenadante foi descartado e as células foram 

ressuspendidas em 5 ml de meio de cultura suplementado (DMEM suplementado). 

Em seguida, foi realizada a contagem utilizando a câmara de Neubauer. Obtemos, 

em média, 2-4 milhões de células a cada 1 ml. A partir disso, os astrócitos foram re-

plaqueados de acordo com o objetivo dos experimentos. As densidades celulares 

que foram utilizadas são: para a Multiwell (MW) de 6 poços, 1.5 a 1 x 106 

células/poço; para a MW de 96 poços, 6 x 105 células/poço (Rosenstock et al., 2004; 

Carvalho et al., 2004; E Silva et al., 2019). Após a aderência e maturação dos 

astrócitos, em média de 10-13 dias, as células foram utilizadas para os respectivos 

experimentos.  

 O processo de revestimento com Poli-L-Lisina (Ou Poli-D-Lisina) se iniciou 1 

dia antes da cultura (E Silva et al., 2018). Brevemente, a solução estoque de Poli-L 1 

mg/ml (ou Poli-D 0.1 mg/ml) foi adicionada às MW overnight. Para a MW6 foi 

utilizado 1 ml da solução, para as MW12 e 24, 500 microlitros (µL) são suficientes. O 

mesmo volume é utilizado quando se foi necessário revestir lamínulas de 13 

milímetros (mm) para os procedimentos de imunofluorescência. Para a MW96 é 

necessário um volume de 100 µl. Após a adição as placas foram deixadas na 

incubadora à 37 °C para a aderência da Poli-D (ou Poli-L). No dia seguinte, as 

placas foram lavadas 3x com água destilada e foram secas no fluxo laminar com 

exposição a luz ultravioleta (UV) por 30 minutos. Logo após, as placas foram 

utilizadas para a aderência dos astrócitos (e neurônios) primários ou seladas com 

parafilm e armazenadas na geladeira por um período máximo de 1 mês. Caso fosse 

observado alguma rachadura ou objeto estranho nas placas armazenadas, elas 

eram descartadas e novas placas revestidas eram feitas.  

 

2.4 Cultura primária de neurônios 

 Para a realização da cultura primária de neurônios, foi utilizado um protocolo 

adaptado de trabalhos já publicados na literatura (Naia et al., 2017a,b; Naia e Rego, 

2018). Resumidamente, no décimo nono dia de gestação (E19) as fêmeas foram 

eutanasiadas e os embriões extraídos e alocados em uma placa de petri contendo 

meio hank’s balanced salt solution (HBSS: mM: 140 NaCl, 0,5 KCl, 1 CaCl2, 0,4 
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MgSO4, 0,5 MgCl2, 0,3 Na2HPO4, 0,4 KH2PO4, 6 Glicose e 4 NaHCO₃) em gelo. 

Após a extração do cérebro inteiro, o tecido foi transferido para outra placa de petri 

contendo HBSS gelado para a dissecção do córtex (cell zeiss microscopy stemi 

305). O córtex extraído foi alocado em um tubo cônico de 50 ml contendo 5 ml de 

HBSS. O tecido foi dissociado quimicamente sendo exposto as soluções I, II, III e IV. 

A solução I constitui-se de bovine serum albumin (BSA) à 3% em 50 ml de HBSS. O 

BSA manterá o nível proteico das soluções seguintes. A solução II é a solução 

enzimática usada para dissociação do tecido que consiste em 7,5 mg de trypsin from 

porcine pancreas (0,02%) em 15 ml da solução I mais 80 µL de DNAse (stock 10 

mg/ml). A solução III é a solução de inibição da tripsina, formada pela adição de 15 

ml da solução I e contendo 11,25 mg (0,052%) de soybean trypsin Inhibitor mais 80 

µL de DNAse (stock 10 mg/ml). A solução IV é uma solução de lavagem, constituída 

de 10 ml da solução I + 1,9 ml da solução III.  

 No processo de dissociação, o tecido foi exposto por 10 minutos na solução II 

à 37 °C. Após a exposição, foi adicionado à solução III e o tecido homogeneizado 

para inativar a ação da solução II. Após a homogeneização, as células foram 

centrifugadas a 1000 RPM por 5 minutos e o sobrenadante descartado. Então, as 

células foram expostas à solução IV, homogeneizadas por completo e filtradas em 

um cell strainer (40 µM). O conteúdo foi novamente centrifugado a 1000 RPM por 5 

minutos e o sobrenadante descartado. O pellet celular foi ressuspendido em meio de 

crescimento que é constituído de neurobasal suplementado com gentamicina (50 

µg/ml), B27 (2%) e glutamina (1,5 mM) e as células foram cultivadas diretamente em 

placas MW (revestidas com Poli-D, conforme descrito anteriormente) de acordo com 

o objetivo dos experimentos. O meio de cultura foi tocado a cada 4 dias. As 

densidades celulares que foram utilizadas são: para a MW de 6 poços, 2.5 x 106 

células/poço; para a MW de 12 poços, 1.2 x 105 células/poço; para a MW de 96 

poços, 8 x 105 células/poço (Naia et al., 2017a,b; Naia e Rego, 2018). Após a 

aderência e maturação dos neurônios, em média de 12-15 dias, as células foram 

utilizadas para os respectivos experimentos. 

   

2.5 Caracterização dos modelos celulares 

 Para realizar a caracterização da cultura primária de neurônios e astrócitos 

dos animais Wistar e SHR, foram utilizadas duas técnicas distintas, 

imunofluorescência e citometria de fluxo (a citometria foi utilizada apenas para os 
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neurônios). Para os neurônios primários maduros, foi utilizado o anticorpo contra 

microtubule-associated protein 2 (MAP2). Para verificar a caracterizar os astrócitos 

maduros, foi utilizado o anticorpo contra S100β (Sigma-S 2532). 

 

2.5.1 Imunofluorescência 

 Para realização da imunofluorescência, foram utilizados 105 neurônios, 2 x 

105 astrócitos por lamínulas de 13 mm previamente revestidas conforme 

mencionado nos itens anteriores (Naia et al., 2017a,b; Naia e Rego, 2018; E Silva et 

al., 2018). Após o tempo descrito de cultivo in vitro de cada uma das culturas, o meio 

foi retirado e as células foram lavadas com 3x com PBS 1x e fixadas com paraformol 

(PFA) 4% por 10 minutos. Então, as lamínulas foram lavadas novamente por 3x com 

PBS 1x (5 minutos por lavagem) e permeabilizadas com 0.05% de Triton-X 

dissolvido em PBS 1X por 10 minutos. Em seguida, as lamínulas foram novamente 

lavadas por 3x com PBS 1x (5 minutos por lavagem) e bloqueadas com uma solução 

de BSA 3% + 0.01% de Triton-X dissolvido em PBS por 2 horas. Em todas as etapas 

as lamínulas estavam sob agitação leve (80 RPM). 

 Após o bloqueio, ocorreu a incubação com os anticorpos primários anti-MAP2 

e anti-S100β na concentração de 1:500 overnight; todos foram diluídos na própria 

solução de bloqueio. No método utilizado para a incubação, as lamínulas foram 

posicionadas em uma placa de petri grande onde havia um parafilm™ esticado. Sob 

o parafilm foi colocado uma gota do anticorpo previamente dissolvido e sob a gota 

(30 µL) foi, enfim, colocado a lamínula. Em volta das lamínulas em incubação, foi 

colocado algodões embebidos em água para manter a umidade. Logo após, essa 

caixa era transferida para a geladeira onde ficavam overnight. Nesse caso não havia 

agitação.  

 Na sequência da incubação, as lamínulas foram lavadas novamente 3x com 

PBS 1x (5 minutos por lavagem, sob agitação leve) e, depois, incubadas com os 

anticorpos secundários, alexafluor 488 ou 594 (1:750) respectivos a espécie do 

primário e da cor desejada (verde ou vermelho) por 1 hora (sob agitação leve – 80 

RPM). Os anticorpos secundários foram dissolvidos em PBS 1X. Após o tempo 

determinado, as células foram lavadas 3x com PBS 1x (5 minutos por lavagem) e 

então incubadas com DAPI na concentração de 1:10.000 dissolvido em PBS 1X para 

marcação do núcleo por 10 minutos (sob agitação leve). Por fim, as lâminas foram 
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novamente lavadas com PBS 1X (5 minutos por lavagem) e foram fechadas 

utilizando meio de montagem DAKO e lamínulas de vidro (Starfrost, 76x26 cm).  

 A leitura da fluorescência dos anticorpos foi realizada utilizando o microscópio 

de fluorescência Leica DM2500 LED (ou Nikon digital câmera DXM 1200c), e a 

contagem das células foi feita utilizando o software imageJ. Foram obtidas um total 

de 3 fotos por lamínula (fotografando 3 quadrantes distintos de cada lamínula). No 

total, foram 3 lamínulas de 3 N’s diferentes (9 fotos).  

 

2.5.2 Citometria de fluxo 

 O processo de citometria de fluxo foi realizado apenas para caracterização 

dos neurônios. Para tal, foram utilizados 1.5 x 106 células para cada condição 

apresentada. O método (E Silva et al., 2018) consiste em realizar a tripsinização das 

células e transferi-las para 4 tubos de microcentrífuga, como se segue: tubo 1: 

apenas células fixadas com PFA 4%, tubo 2: células fixadas em PFA 4% expostas 

apenas ao anticorpo primário, tubo 3: células fixadas em PFA 4% expostas apenas 

ao anticorpo secundário, e tubo 4: células fixadas em PFA 4% incubadas com os 

anticorpos primário e secundário. O anticorpo primário foi o anti-NeuN, marcador do 

núcleo dos neurônios (1:250). 

 Para a fixação, todos os tubos contendo as suspensões celulares foram 

centrifugados (em todos os casos: 1000 RPM por 5 minutos). Na sequência o pellet 

foi ressuspendido em PBS 1x para lavagem. Após, as células foram centrifugadas 

novamente e o pellet ressuspendido em PFA 4% por 10 minutos (sob agitação leve 

80 RPM). Depois, as células foram novamente centrifugadas e o pellet 

ressuspendido em PBS 1x para lavagem. No caso da condição do tubo 1, as células 

eram armazenadas em geladeira após esse processo. No caso das outras, elas 

foram centrifugadas novamente. Em sequência, as células foram ressuspendidas na 

solução de bloqueio (BSA 3% + 0.1% de Triton-x) e incubadas por 30 minutos sob 

agitação leve (80 RPM). Em seguida, as células foram novamente centrifugadas e o 

pellet ressuspendido na solução contendo o anticorpo primário (1:250) por 1 hora, 

sob agitação leve (80 RPM). Após, as células foram novamente centrifugadas e 

lavadas com PBS 1x. No caso, para a condição do tubo 2 as células foram 

armazenadas em geladeira (condição apenas anticorpo primário).  

 As células foram então são ressuspendidas na solução do anticorpo 

secundário respectivo a espécie do primário (alexafluor 488 ou 594 - 1:500) por 1 
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hora, sob agitação leve (80 RPM). Para a condição do tubo 3 as células foram 

somente expostas ao secundário e, após o período de incubação, armazenadas em 

geladeira. Após o período, as células foram novamente centrifugadas e lavadas 3x 

com PBS 1x (uma centrifugação por lavagem) e por fim, armazenadas em PBS 1x 

até a leitura. Para a condição do tubo 4, foram feitas as incubações com o anticorpo 

primário e secundário.  

 A Leitura foi realizada no BD FACSCalibur™ no laboratório multiusuário da 

Universidade Federal de São Paulo - INFAR utilizando o comprimento de onda 

(emissão e excitação) de acordo com o anticorpo secundário. Os resultados foram 

analisados pelo programa Flowing Software 2.5.1. Foram realizados 3 testes de 

citometria (N = 3) apenas para a caracterização.  

 

2.6 Viabilidade celular frente à hipóxia química e moduladores de sirtuínas 

 Após a caracterização das células, realizamos os testes de viabilidade celular 

frente à hipóxia química induzida por cloreto de cobalto (CoCl2) (E Silva et al., 2019). 

O CoCl2 é conhecido como um indutor químico de hipóxia devido ao fato de bloquear 

a degradação do fator de transcrição HIF1α levando, por conseguinte, ao aumento 

da ativação da cascata de hipóxia (Muñoz-Sánchez, 2019). O bloqueio da 

degradação se dá a partir da inibição das proteínas PHDs, que em uma situação de 

normoxia (concentrações normais de O2) promovem a hidroxilação do HIF1α para 

sua posterior degradação (Muñoz-Sánchez, 2019). Para a utilização do CoCl2, ele foi 

primeiramente dissolvido em água seguindo seus padrões físico-químicos, sendo 

aliquotado a 50 mM e armazenado no freezer -20 °C por um período máximo de 1 

mês. As concentrações utilizadas para a indução da hipóxia química foram CoCl2 

800 µM que refletiria a hipóxia química moderada e CoCl2 2 mM refletiria a hipóxia 

química intensa, ambas por 24 horas, conforme trabalhos anteriores do grupo (E 

Silva et al., 2019). 

 Ainda, avaliamos a viabilidade das células frente aos moduladores de 

sirtuínas (SIRTs), Nicotinamida (NAM), Resveratrol (Rsv) e Sirtinol (Sir). Sabe-se 

que esses compostos têm a capacidade de inibir a ação das SIRTs (Naia e Rego., 

2015; Naia et al., 2017a,b). Os moduladores foram dissolvidos em água seguindo 

seus padrões físico-químicos, sendo que o NAM foi aliquotado na concentração de 

50 mM, o Rsv na concentração de 100 µM e o Sir na concentração de 400 µM. 

Todos foram armazenados no freezer -20 °C por um período máximo de 1 mês.  
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 Os moduladores de SIRTs foram testados em concentrações diversas, 

primariamente em astrócitos controle, como NAM (25, 50, 100, 200 e 500 µM e 1 

mM), Rsv (0.25, 0.5, 1 e 2 µM) e Sir (2.5, 5, 10, 20 e 50 µM) por um período de 48 

horas. 

 Para a análise da viabilidade, foi utilizado o teste do brometo de [3-(4,5-

dimetiltiazol-2yl) -2,5-difenil tetrazolium] (MTT) (Naia et al., 2017a,b; E Silva et al., 

2018, 2019). O teste do MTT se baseia no fato de que células metabolicamente 

estáveis, que possuem desidrogenases mitocondriais ativas, clivam o anel 

tetrazólico do MTT e, por conseguinte, transformam o composto que é de coloração 

amarelada em um composto de coloração azul escuro, o formazan; este aparece na 

forma de cristais insolúveis em soluções aquosas. Com isso, a formação do 

formazan reflete a estabilidade do metabolismo da célula e, consequentemente, a 

sua viabilidade. 

 O teste de MTT foi realizado utilizando MW96 contendo 8 x 105 neurônios por 

poço, e 6 x 105 astrócitos por poço. Após a incubação com o CoCl2 e moduladores 

de SIRTs, o meio de cultura foi removido, os poços lavados com PBS 1x, e as 

células foram incubadas com o reagente MTT que foi dissolvido em meio KREBS 

(mM: 135 NaCl, 5 KCl, 0.4 KH2PO4, 1.8 CaCl2, 1 MgSO4, 20 HEPES, 5.5 glicose e 

pH 7.4) e utilizado na concentração final de 12 mM a 37 °C por 4 horas conforme 

descrito no datasheet do kit vybrant MTT cell proliferation assay, Molecular Probes. 

Para a dissolução dos cristais de formazan (roxos) formados devido a reação do 

MTT, foi removido 85 µL do meio de cada poço e foi adicionado 50 µl de 

dimetilsulfóxido (DMSO) (quick protocol – Vybrant Kit). A solução foi homogeneizada 

com o auxílio de uma pipeta e as células incubadas novamente por 10 minutos a 37 

°C. Após esse período, a suspensão celular foi homogeneizada até que os cristais 

se dissolvessem por completo.  

 Por fim, a placa de 96 foi transferida para o espectrofluorímetro de placa para 

a realização da leitura de absorbância a 540 nm a 37 °C (como foi designado pelo 

datasheet do fabricante). Quanto maior fosse o sinal de absorbância, maior a 

viabilidade das células. Da mesma forma, quanto menor sinal de absorbância, 

menor viabilidade. Os dados foram representados em média ± desvio padrão e 

normalizados, em porcentagem, para o respectivo grupo controle (Untreated). O 

número de experimentos por grupo foi de 3 amostras por grupo em duplicatas (N = 

3, em duplicatas).  
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 Com o intuito de observar se os moduladores conseguiriam proteger as 

células da redução de viabilidade causada pela hipóxia química nos neurônios e 

astrócitos, utilizamos o mesmo teste supracitado. Assim, foi realizado o tratamento 

prévio com os moduladores de SIRTs, por 24 horas. Nas 24 horas seguintes, as 

células foram expostas ao CoCl2 nas concentrações propostas. Totalizando um 

tratamento de 48 horas. Relembrando que as concentrações utilizadas foram 800 

µM e 2 mM de CoCl2 (24 horas) e dos moduladores foram NAM 50 µM, Rsv 0.5 µM e 

Sir 5 µM (48 horas). Os dados foram representados em média ± desvio padrão e 

normalizados, em porcentagem, para o respectivo grupo controle 

(Untreated).  Número de experimentos por grupo foi de 3 amostras por grupo em 

duplicatas (N = 3, em duplicatas). 

 

2.7 Verificação da ativação da hipóxia pelo CoCl2 

 Para verificar se estávamos mimetizando a via da hipóxia após a exposição 

com CoCl2 (hipóxia química) nas duas concentrações propostas nos neurônios, 

analisamos por PCR em tempo real (qPCR) a expressão do Hif1α e vascular 

endothelial growth factor (Vegf), o mesmo método que utilizamos em E Silva et al., 

2018 e 2019. Para tal, foram plaqueados 2.5 x 106 neurônios por poço em uma 

MW6, que foram mantidas em cultura até a maturação completa dos neurônios. 

Após o período, o meio foi substituído e o tratamento com CoCl2 foi realizado (800 

µM e 2 mM) por 24 horas.  

 Logo depois do tempo de tratamento, as células foram lavadas 3x com PBS 

1x e o RNA mensageiro (RNAm) foi extraído adicionando 1 ml de PureZOL (BioRad) 

por poço; foi seguido o protocolo de extração do fabricante. Para medição do RNAm 

foi utilizado o equipamento NanoDrop. Para as amostras de RNA, a razão 

A260/A280 foi, em média, 2,0.  

 Para a conversão do RNAm em DNA complementar (DNAc) foi utilizado 1 µg 

de RNAm (previamente quantificado). para isso utilizamos o kit iScript cDNA 

Synthesis Kit (Biorad) e seguimos o protocolo do fabricante. Em resumo, utilizamos 1 

µg de RNAm por amostra e adicionamos a elas, para um volume total de 20 µl, o 

master mix contendo os reagentes 5x iScript reaction mix, iScript reverse 

transcriptase e água ultrapura. Em seguida, as amostras foram colocadas em um 

termociclador onde aconteceu as etapas de priming por 5 minutos a 20 °C, reverse 

transcriptase activation 20 minutos por 46 °C e reverse transcriptase inactivation 1 
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minuto por 96 °C. Logo após, as amostras foram quantificadas no NanoDrop, 

diluídas em água ultrapura para 100 ng por µl e armazenadas em no freezer -20 °C 

até sua utilização. 

 Para o qPCR, foram utilizados 200 ng de DNAc, 300 nM de cada primer 

(Forward e Reverse) e 10 µL da enzima universal SYBR®Green Supermix (BioRad). 

O programa para a reação de qPCR em tempo real foi: 95 °C (ativação da enzima 

polimerase e desnaturação do DNA) por 30 segundos; 95 °C por 15 segundos 

(desnaturação do DNA), temperatura de annealing (que foi selecionada para cada 

primer) por 30 segundos, e o ciclo repetido por 45 vezes. Em ambos os casos a 

temperatura de annealing foi de 61 °C. A curva de Melting (65 °C até 95 °C) foi 

inserida no final de cada reação. O programa utilizado foi 7500 Applied biosystems e 

a análise foi realizado no 7500 Applied Software V2.3.  

 Em relação aos primers, segue a lista abaixo: 

-Hif1α:o (5’-3’): GGTGGATATGTCTGGGTTGAG e (3’-5’): 

TTCAGCTGGTTTGAGGACAGA; 

-Vegf: (5’-3’):  ATCATGCGGATCAAACCTCACC e (3’-5’): 

GGTCTGGATTCACATCTGCTATGC.  

 Os dados foram ainda normalizados em relação a expressão do normalizador 

β-actina (5’-3’: AGGGAAATCGTGCGGTGAC e 3’-5’: CGCTCATTGCCGATAGTG) e 

representados em média ± desvio padrão e, normalizados em porcentagem, para o 

respectivo grupo controle (Untreated). Número de experimentos por grupo foi de 3 

amostras por grupo em duplicatas (N = 3 em duplicatas).  

 

2.8 Investigação da modificação epigenética por Western-Blot  

 Com o propósito de verificar se as concentrações e tempo de tratamento 

propostos nos testes de viabilidade com os moduladores de SIRTs (NAM, Rsv e Sir) 

causavam uma modificação epigenética, foi analisado via Western-blot, os níveis de 

acetilação da lisina 9 da histona 3 (H3K9ac) em relação aos níveis totais de histona 

3 (Rosenstock, 2013; Naia et al., 2017a,b).  

 Para os astrócitos controle foram testadas as concentrações de NAM (25 e 50 

µM), Rsv (0.25 e 0.5 µM) e Sir (2.5 e 5 µM). Para os astrócitos SHR e para os 

neurônios controle e SHR, foram testadas apenas as concentrações de NAM 50 µM, 

Rsv 0.5 µM e Sir 5 µM, em todos os casos o tratamento foi realizado por 48 horas. 
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 Para a análise da acetilação, foi realizada a técnica de Western-Blot. 

Primeiramente, foram plaqueados 1.5 x 106 astrócitos e 2.5 x 106 neurônios por poço 

da MW6. Após o tempo de maturação, o meio foi substituído e foram realizados os 

tratamentos com os moduladores de SIRTs. Após 48 horas de incubação com os 

moduladores, foram realizados extratos totais conforme descrito anteriormente 

(Rosenstock et al., 2004; Rosenstock et al., 2010; E Silva et al., 2018, 2019; Siena et 

al., 2021). Resumidamente, o meio de cultura foi removido, as células foram lavadas 

3x com PBS 1x e foi adicionado 100 µL meio RIPA (mM: 150 NaCl, 50 Tris HCl – pH 

7.4, 5 EGTA; contendo ainda 1% Triton, 0.5% DOC, 0.1% SDS) (pH 7.5) 

suplementado com MS-SAFE (inibidor de fosfatases e proteases). As células foram 

raspadas com auxílio de uma espátula estéril (cell scraper) e a suspensão obtida foi 

submetida a 3 ciclos de imersão no nitrogênio líquido e 3 ciclos de aquecimento em 

banho seco 37 °C (essa técnica favorece o rompimento das células e melhora a 

extração das proteínas). Após o ciclo de imersão, as amostras foram, também, 

submetidas ao banho sonicador por 5 minutos. Após esse período, as amostras 

foram armazenadas em freezer -80 °C até sua utilização. A quantificação das 

proteínas foi realizada pelo método de bradford utilizando o reagente bradford quick 

start (BioRad) conforme o datasheet do fabricante. 

 A partir do extrato de proteínas iniciamos o processo de preparação das 

amostras para, logo após, realizarmos a corrida em gel de poliacrilamida (7.5-10%). 

As amostras foram preparadas utilizando 30 µg de proteína e Sample Buffer 4-6x; 

logo após, elas foram aquecidas a 95 °C por 7 minutos para que ocorresse a 

desnaturação das estruturas quaternárias das proteínas. A eletroforese foi realizada 

por, aproximadamente, 1 hora 30 minutos a 120 mV com tampão de corrida (Tris 

125 mM, Bicina 0.96 mM e SDS 0.5%). A transferência das proteínas foi realizada 

para membrana PVDF (0,2 uM) previamente ativada com metanol puro; a 

transferência se deu por 2 horas, com amperagem constante de 320 mA (tampão de 

corrida e metanol 20% v/v). O método utilizado para a eletroforese foi previamente 

descrito (Rosenstock et al., 2004; Rosenstock et al., 2010; E Silva et al., 2018, 2019; 

Siena et al., 2021). 

 Após a transferência foi feito o bloqueio da membrana por 1 hora em leite 

Molico™ dissolvido em TBS-Tween (TBS-T) (nM: Tris 25, NaCl 150 e Tween-20 

0.1%). A incubação com os anticorpos primários, diluídos em solução de bloqueio, 

se deu overnight a 4 °C. Foram utilizados anticorpos anti-acetil histona 3 (1:1000), 
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H3 total (1:1000), alfa-tubulina (1:5000; para normalização dos neurônios), e alfa-

actina (1:5000; para normalização dos astrócitos). Após remoção do anticorpo 

primário, a membrana foi lavada 3 x com TBS-T, sendo cada lavagem de 10 

minutos. Após a lavagem a membrana foi incubada com anticorpo secundário 

(específico para cada primário) por 2 horas à temperatura ambiente e protegida da 

luz (HRP pAb goat to mouse IgG, HRP pAb goat to rabbit IgG, IgG rabbit anti goat 

conjugado peroxidase; 1:8000).  

 Para a revelação da membrana, foi utilizado o reagente quimioluminescente 

amersham ECL Prime (GE Healthcare) ou luminata forte western HRP Substrate 

(Merck), e as imagens foram adquiridas no genesys Immunoblotting system 

(Syngene). A densidade óptica de proteínas de interesse foi obtida por 

intensidade/mm² e analisada pelo programa quantity one (BioRad). Os dados foram 

plotados em média ± desvio padrão a partir da normalização da densidade óptica da 

proteína de interesse em relação a histonas acetiladas e totais e ao grupo controle 

(em porcentagem). Número de experimentos por grupo, 3 amostras por grupo por 

2x, ou seja, 2 géis (N = 3 em duplicatas).  

 

2.9 Investigação do metabolismo mitocondrial – estudo funcional 

 Para a análise do metabolismo mitocondrial foram utilizados diversos testes 

de espectrofluorimetria com diversos reagentes fluorimétricos, nomeadamente: Fluo-

4-AM (astrócitos) e Fluo-3-AM (neurônios), ambos marcadores de cálcio citosólico, 

tetrametilrodamina ethil ester (TMRE) (indicador do potencial de membrana 

mitocondrial), e H2DCF-DA (DCF) e MITOSOX Red (indicador geral de espécies 

reativas de oxigênio e de superóxido mitocondrial, respectivamente). Em todos os 

experimentos foram utilizados 8 x 105 neurônios e 6 x 105 astrócitos, ambos em 

MW96.  

 Para os experimentos, foi realizado o tratamento prévio com os moduladores 

de SIRTs por 24 horas. Nas 24 horas seguintes, as células foram expostas ao CoCl2 

nas concentrações propostas (800 µM e 2 mM), totalizando um tratamento de 48 

horas. Vale dizer que havia condições sem tratamento (Wistar e SHR) e condições 

expostas apenas a hipóxia.  

 Os reagentes fluorimétricos Fluo-3-AM ou Fluo-4, TMRE e DCF foram 

incubados em meio de microscopia (mM: 120 NaCl, 3,5 KCl, 0,4 KH2PO4, 5 

NaHCO3, 1,2 NaSO4, 20 HEPES, 15 Glucose e pH 7.4), suplementado com cloreto 
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de cálcio 1 mM. Já para o experimento com Mitosox, as células foram incubadas em 

meio Krebs (mM: 132 NaCl, 4 KCl, 1 CaCl2, 1.2 NaH2PO4, 1.4 MgCl2, 6 Glucose, 10 

HEPES) suplementado com cloreto de cálcio 1 mM. A leitura da cinética da 

fluorescência foi realizada em um espectrofluorímetro de placa (Spectramaxi3 e 

Spectramaxi2) por um período de 5 minutos (fluorescência basal) e por outros 5 

minutos após adição de fluorocarbono-cianeto fenilhidrazina (FCCP) [5 µM], um 

protonóforo mitocondrial. O FCCP foi utilizado como controle interno experimental 

para obter a fluorescência máxima. 

 Para melhorar a visualização dos resultados, os gráficos dos experimentos de 

potencial de membrana mitocondrial (MMP) e cálcio citosólico demonstram apenas a 

condição Delta (∆). A medida da fluorescência basal deu-se a partir da média dos 

últimos 10 pontos da leitura antes da adição do FCCP; por outro lado, a avaliação do 

∆ foi obtida pela diferença da intensidade de fluorescência basal e da fluorescência 

após a adição do FCCP (média dos 10 últimos pontos após a adição do 

protonóforo). Nesse sentido, podemos observar o quanto as mitocôndrias foram 

capazes de sequestrar o TMRE e o quanto de Ca2+ havia dentro das mitocôndrias. 

 No caso do DCF, foi demonstrado apenas a fluorescência basal, já que o 

nosso interesse era verificar os níveis gerais de ROS, independente se este estava 

sendo originado nas mitocôndrias. Especificamente em relação ao mitosox, 

demonstramos os dados referentes ao slope da curva normalizado por mg de 

proteínas. Nesse caso, os experimentos foram realizados medindo a cinética do 

fluoróforo ao longo de 1 hora e 30 minutos. Vale ressaltar que esses protocolos já 

foram previamente padronizados pelo nosso grupo e podem ser verificados em 

Rosenstock et al., 2004; Rosenstock et al., 2010; Naia et al., 2017a,b; E Silva et al., 

2018, 2019; Siena et al., 2021 e Araújo et al., 2021. 

 

2.9.1 Homeostase de cálcio 

 Para averiguar a homeostase de Ca2+, as células foram incubadas por 1 hora 

a 37 ºC com o reagente Fluo-4-AM na concentração de 10 µM no caso dos 

astrócitos, e Fluo-3-AM também na concentração de 10 µM no caso dos neurônios. 

O reagente foi preparado segundo as informações do datasheet do fabricante e de 

acordo com trabalhos anteriores do grupo (Rosenstock et al., 2004; Rosenstock et 

al., 2010; Naia et al., 2017a,b; E Silva et al., 2018, 2019, Araújo et al., 2021). 

Juntamente com o Fluo-3-AM (ou Fluo-4-AM) foi utilizado o Pluronic F-127™ (20%), 
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que é um detergente não iônico que facilita a entrada do probe nas células. O 

fluoróforo é comumente utilizado para marcar o cálcio citosólico, pois quando há a 

ligação dele com os íons de Ca2+ a molécula exibe um aumento de fluorescência 

quando excitada. Os comprimentos de onda utilizados foram: excitação, 485 nm, e 

emissão, 525 nm. Como as mitocôndrias são responsáveis pela captura do Ca2+ 

citosólico, após a exposição ao FCCP, veríamos um aumento do sinal fluorescente 

caso as organelas estivessem acumulando o íon. Esse método é um indicador, 

indireto, da capacidade de retenção de Ca2+ mitocondrial.  

 O resultado foi obtido em unidade de fluorescência (RFU) e os dados 

representados em média ± desvio padrão em porcentagem em relação ao respectivo 

grupo controle (Untreated). Número de experimentos por grupo, 3 em duplicatas (N 

= 3, em duplicatas). 

 

2.9.2 Potencial de membrana mitocondrial (TMRE) 

 Para averiguar o potencial de membrana das mitocôndrias (MMP), as células 

foram incubadas por 1 hora a 37 ºC com o reagente tetrametilrodamina ethil ester 

(TMRE) (500 nM). O reagente foi preparado segundo as informações do datasheet 

do fabricante e de acordo com trabalhos anteriores do grupo (Rosenstock et al., 

2004; Rosenstock et al., 2010; Naia et al., 2017a,b; E Silva et al., 2018, 2019, Araújo 

et al., 2021). O TMRE é um indicador catiônico, potenciométrico, que é sequestrado 

preferencialmente por mitocôndrias energizadas, ou seja, com o potencial mais 

negativo. Nesse sentido, quanto maior o sinal do TMRE em condições basais, mais 

despolarizadas as mitocôndrias estão. Após a adição do FCCP, caso haja um 

aumento do sinal de fluorescência, significa que as mitocôndrias estavam 

polarizadas (por captarem o fluoróforo).  

 Os comprimentos de onda utilizados foram: excitação, 540 nm, e emissão, 

590 nm. O resultado foi obtido em unidade de fluorescência (RFU) e os dados 

representados em média ± desvio padrão e normalizados, em porcentagem em 

relação ao respectivo grupo controle (Untreated). Número de experimentos por 

grupo, 3 em duplicatas (N = 3, em duplicatas). 

 

2.9.3 Homeostase Redox 

 Para averiguar a homeostase redox das células dois métodos distintos foram 

utilizados. Para avaliar os níveis de ROS gerais, foi usado o reagente diclohidro 
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fluoresceína carboxilada (CM-H2DCF-DA) na concentração de 20 µM. No caso dos 

neurônios, estes foram incubados por 2 horas e 30 minutos. O reagente foi 

preparado segundo as informações do datasheet do fabricante e de acordo com 

trabalhos anteriores do grupo (Rosenstock et al., 2004; Rosenstock et al., 2010; Naia 

et al., 2017a,b; E Silva et al., 2018, 2019, Araújo et al., 2021). O DCF é um reagente 

capaz de se difundir passivamente para o citosol das células e, em seu interior, seus 

grupos acetatos são clivados e a reação dos grupos clorometil tiol reativos com a 

glutationa e outros tióis intracelulares geram, então, a H2DCF, um produto 

fluorescente que fica retido no interior da célula. Assim, quanto maior o nível de 

espécies reativas de oxigênio dentro da célula, maior a intensidade de fluorescência. 

Os comprimentos de onda utilizados nesse experimento foram excitação, 495 nm e 

emissão 520 nm. O resultado foi obtido em unidade de fluorescência (RFU) e os 

dados representados em média ± desvio padrão e, em porcentagem em relação ao 

respectivo grupo controle (Untreated). Número de experimentos por grupo, 3 em 

duplicatas (N = 3, em duplicatas). 

 Para avaliar os níveis de superóxido mitocondrial foi utilizado o indicador 

mitosox, que quando oxidado pelo superóxido mitocondrial, produz uma 

fluorescência vermelha. O mitosox, contrariamente do DCF, é um indicador 

fluorescente considerado específico, uma vez que não é oxidado por outras 

espécies reativas de oxigênio ou nitrogênio. Para a análise do sinal fluorescente 

desse indicador, as células (neurônios e astrócitos) foram incubadas com a 

concentração de 5 μM por 10 minutos a 37 °C. Em seguida, foi realizada uma leitura 

de cinética por 1 hora e 30 minutos no espectrofluorímetro de placa. Os 

comprimentos de onda utilizados foram 510 nm de excitação e 580 nm de emissão. 

Ao fim da leitura, o meio foi removido e as células foram lavadas com PBS 1x para, 

em seguida, serem incubadas com 20 µL de Triton-X 0.2% (por 30 minutos no gelo). 

Este processo se faz necessário para extração de proteínas das células no poço, 

com a finalidade de normalizar o slope da curva (leitura da fluorescência) por 

miligramas de proteínas de cada poço analisado. Os reagentes foram preparados 

segundo as informações do datasheet do fabricante e de acordo com adaptações 

dos trabalhos anteriores do grupo (Rosenstock et al., 2004; Rosenstock et al., 2010; 

Naia et al., 2017a,b; E Silva et al., 2018, 2019, Araújo et al., 2021). 

 As proteínas foram quantificadas pelo método Bradford, através do uso do 

reagente de bradford quick start (BioRad), que consiste na determinação da 
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concentração de proteína baseado na leitura da absorbância das amostras 

comparadas com a absorbância de uma curva padrão com concentrações 

conhecidas de BSA.  

 O resultado foi obtido em unidade de fluorescência (RFU), normalizados pelas 

mg de proteínas das respectivas amostras, representados em média ± desvio 

padrão, e em porcentagem em relação ao respectivo grupo controle (Untreated). 

Número de experimentos por grupo, 3 em duplicatas (N = 3, em duplicatas). 

 

2.9.3.1 Avaliação da peroxidação lipídica (MDA) 

 Para a análise dos níveis de malondialdeído (MDA), um subproduto e 

indicativo da peroxidação lipídica, foi utilizado o um kit da Abcam denominado lipid 

peroxidation (MDA) assay kit (colorimetric/fluorometric) (Abcam - ab118970). O MDA 

presente na amostra reage com o ácido tiobarbitúrico (TBA - reagente B) gerando 

um composto MDA-TBA que foi detectado fluorimetricamente (Ex/Em = 532/553 

nm). Essa análise foi feita apenas para os neurônios e o método foi descrito 

previamente em E Silva et al., 2018, 2019. Para tal, 2.5 x 106 neurônios foram 

plaqueados em MW6 e após os tratamentos (ou não) as células foram lisadas com o 

reagente A do kit (buffer assay). As amostras foram então centrifugadas a 13000 

RPM por 10 minutos para retirar qualquer material proveniente da “lise”, e foram 

transferidas conforme descrito no datasheet do kit para uma MW96 preta. Em 

nossos experimentos foi utilizado a técnica fluorimétrica, que é capaz de detectar o 

composto MDA-TBA com uma concentração maior ou igual a 0.1 nmol/well. Os 

dados foram apresentados como MDA/nmol/ml e normalizados por mg de proteínas 

(MDA/nmol/ml/mg de proteínas). O resultado foi obtido em unidade de fluorescência 

(RFU), e os dados representados em média ± desvio padrão e normalizados em 

porcentagem em relação ao respectivo grupo controle (Untreated). Vale dizer que a 

análise foi realizada com a média das duas medidas de MDA, conforme descrito no 

datasheet. Número de experimentos por grupo, 3 em duplicatas (N = 3, em 

duplicatas). 

 

2.9.4 Avaliação dos compostos altamente energéticos 

 Para a análise dos compostos altamente energéticos, como ATP, Piruvato, 

Lactato, NAD+ e NADH, foram utilizados os respectivos kits da empresa Abcam: ATP 

assay kit (colorimetric/fluorometric – ab83355), pyruvate assay kit 
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(colorimetric/fluorometric – ab65342), L – lactate assay kit (fluorometric – ab65330) e 

NAD/NADH assay kit (colorimetric – A65348). Essas análises foram feitas apenas 

para os neurônios e o método foi descrito previamente em E Silva et al., 2018, 2019. 

Os dados com os astrócitos podem ser checados em E Silva et al., 2019.  

 Em todos os casos, foram plaqueados 2.5 x 106 neurônios em poços da MW6, 

e as células foram expostas, ou não, a hipóxia e moduladores de SIRTs. No caso no 

ATP, o método se baseia na fosforilação do glicerol presente em um dos reagentes 

do kit, a fim de gerar um produto que pode ser facilmente quantificado 

fluorometricamente (Ex / Em = 535/587 nm). No caso do piruvato, ele é oxidado pela 

piruvato oxidase contida em um dos reagentes do kit, gerando a fluorescência que 

pode ser detectada (Ex / Em = 535/587 nm). Para o lactato, ele reage com os 

compostos do kit (não informado) gerando um produto que interage com a sonda 

(proveniente de um dos compostos do kit) produzindo fluorescência passível de ser 

detectada (Ex / Em = 535/587). Para o NAD+/NADH, o NAD cycling enzyme 

(composto do kit), gera uma reação ciclo enzimática aumentando significativamente 

a sensibilidade de detecção por absorbância do NAD+ e NADH livres em momentos 

específicos indicados pelo datasheet dando base para o cálculo da razão 

(colorimétrico – OD 450 nm).  

 Em todos os casos, as amostras foram lisadas com o buffer assay 

proveniente de cada kit seguindo e do datasheet. Todas as leituras foram realizadas 

em placas pretas de 96 poços. Além disso, antes da montagem do experimento, as 

amostras foram desproteinizadas evitando a reação de enzimas presentes na 

própria amostra que poderia degradar tais compostos. Para o kit que mede 

NAD+/NADH, foi utilizado um spin column de 10 kb conforme solicitado no kit, onde 

as amostras foram centrifugadas a 14000 RPM por 10 min, então o residual é 

coletado e as amostras encontram-se sem proteínas.  

Para o ATP, piruvato e lactato, foi utilizado um método de desproteinização 

químico descrito no datasheet onde as amostras foram expostas ao ácido 

tricloroacético 10% na razão 1:1 sob gelo por 5 minutos. O contato das proteínas 

com o ácido gera um composto ácido tricloroacético-proteínas que é passível de ser 

observado e, após a centrifugação (13000 RPM 10 minutos) o sobrenadante 

(amostra desproteinizada) é retirado para outro tubo. Para neutralizar o pH das 

amostras foi utilizado o hidróxido de potássio (KOH) 0.1 M que foi adicionado às 

amostras na concentração de 30% em relação ao volume do sobrenadante após o 
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processo com o ácido. O KOH também ajuda a precipitar o excesso de ácido na 

amostra. Posteriormente, o pH foi analisado com uma fita de medição e deve estar 

entre 6,5 e 8. Posteriormente, as amostras foram novamente centrifugadas por 

13000 RPM por 10 minutos e o sobrenadante transferido para um novo tubo; essa 

amostra sem proteínas é que foi usada nas medições do kit.  

 Os resultados do ATP, piruvato e lactato foram obtidos em unidade de 

fluorescência (RFU), enquanto os resultados do NAD+/NADH foram obtidos em 

absorbância (OD: 540 nm). Em todos os casos os dados foram representados em 

média ± desvio padrão, e normalizados em porcentagem em relação ao respectivo 

grupo controle (Untreated).  Número de experimentos por grupo, 3 em duplicatas (N 

= 3, em duplicatas). No caso das análises da razão NAD+/NADH foi utilizado a média 

das duas medidas, conforme descrito no datasheet. 

 

2.9.5 Avaliação da função neural – Western-blot 

 Para verificar se nossos tratamentos estavam alterando a função dos 

neurônios primários do córtex dos animais Wistar e SHR, nós avaliamos os níveis 

de: a sinaptofisina (cell signaling #5461; 1:1000), e a sinaptotagmina (cell signaling 

#14558; 1:1000), relacionadas a formação de vesículas sinápticas e sua liberação, 

respectivamente. Ainda, analisamos a proteína de densidade pós-sináptica 95 

(PSD95) (cell signaling #2507; 1:250), que revela a quantidade de receptores pós-

sinápticos.  

 Para verificar a via de poda neural (ou pruning), investigamos os níveis 

proteicos de semaforina 3A (Ab45376; 1:500) e plexina B1 (Ab2339: 1:250), um 

receptor e um ligante, respectivamente, responsáveis pelo processo de poda. O 

método utilizado foi o mesmo descrito na seção 2.8. Nesse caso, nós selecionamos 

um dos moduladores de SIRTs, a Nicotinamida (NAM) para os experimentos, pois 

conforme nossos dados, o tratamento com esse composto apresentou melhores 

resultados. No mesmo sentido, expomos os neurônios apenas a situação de hipóxia 

intensa (CoCl2 2 mM), pois também causava maiores alterações na função 

mitocondrial das células. Da mesma forma, poderíamos ver se o NAM seria capaz 

de proteger as células expostas a hipóxia intensa.  

 Foram utilizadas 3 amostras por grupo em duplicatas na comparação entre 

Wistar e SHR sem tratamento (N = 3, em duplicatas). E foram utilizadas 3 a 4 

amostras por grupo, com 2 géis, nas análises das amostras tratadas com o 
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modulador NAM e expostas a hipóxia química moderada (N = 3 e 4). Os dados 

foram representados em média ± desvio padrão, e normalizados, em porcentagem, 

para o respectivo grupo controle (Untreated). 

 

2.9.6 Investigação do metabolismo e dinâmica mitocondrial – PCR em tempo 

real 

 Para o experimento de qPCR, 2.5 x 106 neurônios e 1.5 x 106 de astrócitos 

foram plaqueados em MW6. Após o tempo de maturação, o meio foi substituído e o 

tratamento com CoCl2 ou moduladores de SIRTs foi realizado. Após esse período, 

as células foram 3x lavadas com PBS 1x e o RNA mensageiro (RNAm) foi extraído 

utilizando 1 mL de PureZOL™ (BioRad), por poço; foi seguido o protocolo de 

extração do fabricante. A metodologia do qPCR pode ser checada na seção 2.7.  

 Basicamente avaliamos genes envolvidos com o processo de biogênese e 

metabolismo mitocondrial, através da medição da expressão do peroxisome 

proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha (Pgc1α), nuclear 

respiratory factor 1 (Nrf1) e nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nfe2l2). Ainda, 

analisamos o transcription factor A, mitochondrial (Tfam) e translocase of outer 

mitochondrial membrane 20 (Tom20). O Pgc1α é o fator é o regulador central da via 

de biogênese mitocondrial que impulsiona a transcrição de Nrf1 e Nfe2l2. O Nrf1, por 

sua vez, fomenta a transcrição de componentes nucleares da ETC e o Nfe2l2 induz 

a transcrição de genes envolvidos nos processos antioxidantes. Já o Tfam e o 

Tom20 têm sua transcrição impulsionada também pelo Nrf1 e Nfe2l2 e são 

responsáveis, respectivamente, pela divisão do mtDNA, transcrição de componentes 

mitocondriais da ETC e pela expressão de translocadores de membrana externa 

mitocondrial para a importação dos componentes nucleares. O Tom20 ainda é 

comumente utilizado para quantificar as mitocôndrias (Eliyahu et al., 2011;Wilde et 

al., 2017), pois é um dos mais importantes translocadores da OMM.  

 Analisamos ainda genes envolvidos na dinâmica de fissão e fusão 

mitocondrial, respectivamente dynamin-related protein 1 (Drp1) e mitochondrial 

fission 1 (Fis1) e Mitofusin-2 (Mfn2). O Drp1 e o Fis1 funcionam como ligante e 

receptor para a via da fissão das mitocôndrias. Já o Mfn2 é uma proteína da via da 

fusão mitocondrial, que só é ativada após a ligação da OMM com a IMM de duas 

mitocôndrias.  
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 Para o cálculo do ∆∆CT os CT das amostras foram normalizados pelo CT do 

gene housekeeping beta-actina, conforme descrito na seção 2.7. Entretanto, no caso 

dos astrócitos, foi realizada a análise pela expressão relativa, que se dá pela 

normalização do CT do gene alvo da amostra tratada, pelo CT do gene alvo da 

amostra controle, isso porque a hipóxia alterava todos os genes housekeeping que 

testamos para esse tipo celular (E Silva et al., 2018).  

 Os dados foram representados em média ± desvio padrão e normalizados, 

em porcentagem em relação ao respectivo grupo controle (Untreated). Número de 

experimentos por grupo, 3 em duplicatas (N = 3, em duplicatas). 

 A sequência de primers utilizados segue abaixo: 

 Para o Pgc1α a sequência de primers foi 5’-3’: 

CTCGACACGGAGAGTTAAAGG e 3’-5’: TAAACTGAGCTACCCTTGGG.  

 Para o Nrf1 5’-3’: GCTAAGGCTGCTGGGAAGTA e 3’-5’: 

TCAGTTGCTGTGGCGAGTTA.  

 Para o Nfe2l2:  CTGCTGCCATTAGTCAGTCG e 3’-5’: 

GTGCCTTCAGTGTGCTTCTG.  

 Para o Tfam 5’-3’: CAGAGTTGTCATTGGGATTGG e 3’-5’: 

CATTCAGTGGGCAGAAGTCC.  

 Para o Tom20 5’-3’: GAGCTGGGCTTTCCAAGTTA e 3’-5’: 

TGTTGGTGTCTGGCTCATTC.  

 Para o Drp1 5’-3’: GAGAACTACCTTCCGCTGTATC e 3’-5’: 

CCTCACAATCTCGCTGTTCT.  

 Para o Fis1 5’-3’: CATGGATGCCAAGAGATGAA e 3’-5’: 

GGGCCAGGTAGAAGACATAATC. 

 Para o Mfn2 5’-3’: CCAGCCAGAGCAAAGTAAGA e 3’-5’: 

GCACAATCCAGTCCAGAGAA.  

 Para a β-actina foi 5’-3’: AGGGAAATCGTGCGGTGAC e 3’-5’: 

CGCTCATTGCCGATAGTG. 

 

2.9.7 Análise da quantidade de mitocôndrias 

 Para a análise da quantidade de mitocôndrias, foi utilizado o reagente 

mitotracker deep red (MTDR). Essa análise foi realizada apenas com os 

astrócitos.  Para isso, 15 x 105 astrócitos foram plaqueados em lâminas de 13 mm 

previamente revestidas com Poli-L-lisina (1 mg/ml).  
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 Para a quantificação, do MTDR, as células foram incubadas com 500 nM do 

indicador por 1 hora a 37 °C em meio de Krebs (Wiemerslage e Lee, 2016). 

Posteriormente o meio foi removido e as células foram fixadas com PFA 4% por 10 

minutos. Na sequência, as lamínulas foram lavadas 3x com PBS 1x, e foram 

permeabilizadas por 10 minutos com uma solução contendo 0.01% de Triton-X em 

PBS 1x. Posteriormente, as lamínulas foram lavadas 3x com PBS 1x e o bloqueio foi 

realizado com BSA a 3% em PBS por 1 hora. Em seguida, as células foram 

incubadas overnight em uma solução de bloqueio com o anticorpo S100β Sigma-

S2532 (1:500) para marcar os astrócitos. 

 No dia seguinte, as lamínulas foram lavadas 3x com PBS 1x e incubadas com 

um anticorpo secundário, alexafluor 488 (verde) (1:750). Em seguida, foram lavados 

(3x com PBS 1x) e incubados com DAPI (1:10.000) por 10 minutos. Após o 

processo, as lamínulas foram lavadas novamente (3x com PBS 1x) e fechadas em 

lâminas Starfrost (26x76 mm) e a leitura da fluorescência foi realizada em 

microscópio de fluorescência Nikon digital câmera DXM 1200c. 

 A análise do número de mitocôndrias foi realizada usando o software ImageJ 

(Wiemerslage e Lee, 2016). Para isso, foram feitas 4 fotos de 8 lamínulas (4 

quadrantes diferentes de cada) dos astrócitos Wistar e SHR. No total, foram 

selecionadas 8 fotos de cada grupo experimental (N = 8).  

 O método de análise foi adaptado do protocolo existente (Wiemerslage e Lee, 

2016) onde a quantificação foi realizada utilizando o threshold da fluorescência 

vermelha do MTDR por sua intensidade total de fluorescência, e normalizado pelo 

número de células de cada foto. A quantificação se deu em área/pixels/células. Os 

dados foram representados em média ± desvio padrão e normalizados, em 

porcentagem em relação ao grupo controle (Untreated).  

 

2.9.8 Análise estatística 

 Todos os resultados obtidos e aqui apresentados foram analisados com o 

Teste T de student (para a comparação entre dois grupos experimentais distintos) ou 

One-way ANOVA, para análise de variância, seguido de diferentes testes post-hoc 

de Tukey. A probabilidade de p<0.05 foi considerada significativamente diferente 

para todas as comparações realizadas.  
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3 RESULTADOS 
 Nessa seção descrevemos os resultados obtidos com a cultura primária de 

astrócitos do córtex e cultura primária de neurônios do córtex de animais Wistar e 

SHR. No final desta seção, há uma tabela com o resumo dos resultados para facilitar 

a compreensão dos dados e ajudar no “passo a passo” da discussão.  

 Vale ressaltar que, no caso dos astrócitos, as comparações entre Wistar e 

SHR sem tratamento foram demonstradas em E Silva et al., 2019. Os efeitos da 

hipóxia química per se nos astrócitos também foram previamente demonstrados em 

E Silva et al., 2019. Portanto, nessa seção, mostraremos os efeitos dos moduladores 

de SIRTs sobre a hipóxia. 
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3.1 Resultados Astrócitos 

 Nessa seção demonstraremos as diferenças entre os astrócitos primários do 

córtex de animais Wistar e SHR (modelo de hipóxia neonatal) e, também, os 

resultados obtidos após a exposição à hipóxia química e o tratamento prévio com os 

moduladores de SIRTs. 

 

3.1.1 Caracterização da cultura primária de astrócitos - Imunofluorescência 

 Antes de iniciarmos nossos experimentos funcionais, realizamos uma 

caracterização da cultura primária de astrócitos para que tivéssemos certeza do tipo 

celular a ser avaliado. 

 Como podemos observar na figura 2 e 3, nossos resultados demonstram que 

aproximadamente 100% das células coradas com DAPI estavam positivas para 

S100β. Vale mencionar que nossa cultura de astrócitos já havia sido caracterizada 

anteriormente por outros métodos, como citometria de fluxo, e usando também 

outros anticorpos, como o glial fibrillary acidic protein (GFAP). Esses dados estão 

presentes na tese de mestrado (E Silva et al., 2018). Entretanto, como o GFAP 

também pode marcar neurônios imaturos, passamos a usar o anticorpo para o 

S100β como método complementar. O S100β marca as proteínas de ligação de 

cálcio beta dos astrócitos, proteína altamente expressa nessas células em seu 

estágio maduro (Raponi et al., 2007; Brozzi et al., 2009, Du et al., 2021). 
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Figura 2: Imunomarcação representativa da caracterização dos astrócitos primários 

do córtex de animais Wistar 

 

  

A 

C

 

Legenda: Imunofluorescência foi realizada com anticorpo S100β para marcação de astrócitos 
maduros 1:500 (verde) e DAPI para a marcação do núcleo celular 1:10.000 (azul). Imagens 
adquiridas com a objetiva de 20x (escala de 100 µM). (A) Representação da imunofluorescência 
com DAPI, (B) Representação da imunofluorescência com S100β, e (C) Representação do merge 
entre o DAPI e o S100β.  
 

B
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Figura 3: Imunomarcação representativa da caracterização dos astrócitos primários 

do córtex de animais SHR 

 

 

  

Legenda: Imunofluorescência foi realizada com anticorpo S100β para marcação de astrócitos 
maduros 1:5000 (verde) e DAPI para a marcação do núcleo celular 1:10.000 (azul). Imagens 
adquiridas com a objetiva de 20x (escala de 100 µM). (A) Representação da imunofluorescência 
com DAPI, (B) Representação da imunofluorescência com S100β, e (C) Representação do merge 
entre o DAPI e o S100β. 
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3.1.2 Viabilidade frente aos moduladores de sirtuínas 

 Antes de iniciarmos os testes com os moduladores de sirtuínas testamos a 

viabilidade dos astrócitos primários do córtex de animais Wistar e SHR frente ao 

estímulo com os moduladores. Nesse caso, foram testadas diversas concentrações 

de NAM (25, 50, 100, 200, 500 µM e 1 mM), Rsv (0.25, 0.5, 1 e 2 µM) e de Sir (2.5, 

5, 10, 20 e 50 µM) por um período de 48 horas. Pode-se observar que as 

concentrações de NAM 25 e 50 µM mantiveram as células viáveis, sendo que a 

concentração de 50 µM aumentou a viabilidade dos astrócitos em 14% em 

comparação com o grupo controle (Figura 4 A). As concentrações de NAM 100, 200, 

500 µM e 1 mM reduzem significantemente a viabilidade dos astrócitos controle 

(Wistar) em 20, 36, 65 e 60%, respectivamente (Figura 4 A).  

No caso do Rsv as concentrações de 0.25 e 5 µM não alteram a viabilidade 

dos astrócitos Wistar (Figura 4 B). Entretanto, as concentrações de 1 e 2 µM 

diminuem de forma significativa a viabilidade dos astrócitos controle em 39 e 42%, 

respectivamente (Figura 4 B). No caso do Sir, o tratamento com a concentração de 

2.5 µM não altera de forma significante a viabilidade dos astrócitos controle (Figura 4 

C). Porém, as concentrações de 5, 10, 20 e 50 µM reduzem significativamente a 

viabilidade dos astrócitos em 22, 44, 41 e 37% (Figura 4 C).  

 Como observamos que nos astrócitos controle (Wistar) as concentrações 

maiores dos compostos moduladores de sirtuínas causavam uma redução intensa 

da viabilidade celular, nos astrócitos primários do córtex de animais SHR testamos 

apenas as concentrações mais baixas, NAM 25 e 50 µM, Rsv 0.25 e 0.5 µM e Sir 2.5 

e 5 µM. Na figura 5 A observa-se que o tratamento com NAM por 48 horas nas 

concentrações propostas reduz de forma significativa a viabilidade dos astrócitos 

primários do córtex de animais SHR em 14 e 23%, respectivamente (Figura 5 A). No 

caso do Rsv o tratamento com 0.25 e 0.5 µM reduziu a viabilidade significantemente 

em 26 e 30%, respectivamente (Figura 5 B). No caso do tratamento com o 

modulador Sir, houve uma redução de 24 e 36%, respectivamente (Figura 5 C). Com 

base nos dados obtidos nas análises decidimos usar as duas menores 

concentrações dos moduladores de SIRTs para a análise da modulação.  
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Figura 4: Viabilidade celular dos astrócitos primários do córtex dos animais Wistar 

frente ao tratamento com os moduladores de SIRTs (NAM, Rsv e Sir) por 48 horas 
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Legenda: (A) gráfico de barras representativo do teste de MTT após o tratamento com 
Nicotinamida (NAM) nas concentrações de 25, 50, 100, 200, 500 µM e 1 mM. (B) gráfico de barras 
representativo do teste de MTT após o tratamento com Resveratrol (Rsv) nas concentrações de 
0.25, 0.5, 1 e 2 µM. (C) gráfico de barras representativo do teste de MTT após o tratamento com 
Sir nas concentrações de 2.5, 5, 10, 20 e 50 µM (N = 3, em duplicatas). Dados representados em 
média ± desvio padrão e em porcentagem do grupo sem tratamento (Untreated). Análise 
estatística foi realizada com One-Way ANOVA seguido do teste post-hoc de Tukey. Foi 
considerado estatisticamente significante, p<0.05. *p<0.01, ***p<0.0001 e ****p<0.0001 em 
relação ao grupo sem tratamento. 
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Figura 5: Viabilidade celular dos astrócitos primários do córtex dos animais SHR 

frente ao tratamento com os moduladores de SIRTs (NAM, Rsv e Sir) por 48 horas 
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Legenda: (A) gráfico de barras representativo do teste de MTT após o tratamento com 
Nicotinamida (NAM) nas concentrações de 25 e 50 µM. (B) gráfico de barras representativo do 
teste de MTT após o tratamento com Resveratrol (Rsv) nas concentrações de 0.25 e 0.5 µM. (C) 
gráfico de barras representativo do teste de MTT após o tratamento com Sir nas concentrações de 
2.5 e 5 µM (N = 3, em duplicatas). Dados representados em média ± desvio padrão e em 
porcentagem do grupo sem tratamento (Untreated). Análise estatística foi realizada com One-Way 
ANOVA seguido do teste post-hoc de Tukey. Foi considerado estatisticamente significante, p<0.05. 
*p<0.01 e ***p<0.0001 em relação ao grupo sem tratamento. 
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3.1.3 Viabilidade celular: Hipóxia química versus moduladores de sirtuínas 

 Com o intuito de observar se os moduladores conseguiam amenizar a 

redução de viabilidade causada pela hipóxia nos astrócitos primários do córtex de 

animais Wistar e SHR, foi realizado o tratamento prévio com NAM (50 µM), Rsv (0.5 

µM) e Sir (2.5 µM) por 48 horas. Após as primeiras 24 horas, as células foram 

expostas a hipóxia química (CoCl2) nas concentrações de 800 μM e 2 mM,  

 Podemos observar que a situação de hipóxia química moderada reduz em 

40% a viabilidade dos astrócitos controle (Figura 6 A). Já a hipóxia química intensa 

causa uma redução de 58% da viabilidade dos astrócitos controle (Figura 6 B). 

Porém, quando as células foram previamente tratadas com os moduladores de 

SIRTs e expostas a hipóxia química moderada (800 µM) houve um aumento da 

viabilidade celular em todos os casos em relação ao grupo exposto somente à 

hipóxia. No entanto, o tratamento com NAM 50 µM não só protegeu as células da 

hipóxia química moderada, como aumentou a viabilidade em 21% em relação ao 

grupo sem tratamento (Untreated). 

 No caso da exposição à hipóxia química intensa, novamente, todos os 

moduladores de SIRTs foram capazes de proteger as células da redução de 

viabilidade (Figura 6 B). Nos dois casos, temos um efeito protetor dos moduladores 

de SIRTs frente à hipóxia. 

 No caso dos astrócitos primários do córtex de animais SHR, podemos 

observar que a hipóxia moderada (800 µM) reduz a viabilidade celular em 27% 

(Figura 7 A). Já a hipóxia química intensa causa uma redução de 52% (Figura 7 B). 

Entretanto, os tratamentos prévios com os moduladores NAM (50 µM) e Rsv (0.5 

µM) foram capazes de proteger os astrócitos SHR dos efeitos da hipóxia química 

moderada (800 µM), mas não restabeleceram a viabilidade a níveis basais. Já o 

tratamento prévio com Sir não foi capaz de aumentar a viabilidade dos astrócitos 

SHR (Figura 7 A). Na condição de hipóxia química intensa, apenas o NAM e Sir 

foram capazes de proteger as células contra a hipóxia (Figura 7 B). Os dados 

observados nas análises com os astrócitos Wistar e SHR demonstram uma 

capacidade dos moduladores de SIRTs em proteger as células dos efeitos da 

hipóxia química. 
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Figura 6: Viabilidade celular dos astrócitos primários do córtex dos animais Wistar 

frente ao tratamento prévio com moduladores de SIRTs por 48 horas e exposição a 

hipóxia química por 24 horas 
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Legenda: Foram utilizados, como moduladores, NAM (50 µM), Rsv (0.5 µM) e Sir (5 µM) ao longo 
de 48 horas. A hipóxia foi induzida com CoCl2 por 24 horas; hipóxia química moderada (800 µM) e 
intensa (2 mM). (A) gráfico de barras representativo das análises de MTT com os astrócitos 
expostos a hipóxia moderada, e (B) Gráfico de barras representativo das análises de MTT com os 
astrócitos expostos a hipóxia intensa (N = 3, em duplicatas). Dados representados em média ± 
desvio padrão, e em porcentagem do grupo sem tratamento (Untreated). Análise estatística foi 
realizada com One-Way ANOVA seguido do teste post-hoc de Tukey. Foi considerado 
estatisticamente significante, p<0.05. *p<0.01 e ****p<0.0001 em relação ao grupo sem 
tratamento. ••••p<0.00001 em relação ao grupo exposto somente a hipóxia (800 μM ou 2 mM).  
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Figura 7: Viabilidade celular dos astrócitos primários do córtex dos animais SHR 

frente ao tratamento prévio com moduladores de SIRTs por 48 horas e exposição a 

hipóxia química por 24 horas 
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Legenda: Foram utilizados, como moduladores, NAM (50 µM), Rsv (0.5 µM) e Sir (5 µM) ao longo 
de 48 horas. A hipóxia foi induzida com CoCl2 por 24 horas; hipóxia química moderada (800 µM) e 
intensa (2 mM). (A) gráfico de barras representativo das análises de MTT com os astrócitos 
expostos a hipóxia moderada, e (B) Gráfico de barras representativo das análises de MTT com os 
astrócitos expostos a hipóxia intensa (N = 3, em duplicatas). Dados representados em média ± 
desvio padrão, e em porcentagem do grupo sem tratamento (Untreated). Análise estatística foi 
realizada com One-Way ANOVA seguido do teste post-hoc de Tukey. Foi considerado 
estatisticamente significante, p<0.05. ****p<0.0001 em relação ao grupo sem tratamento. 
••p<0.001, •••p<0.0001 e ••••p<0.00001 em relação ao grupo exposto somente a hipóxia (800 μM 
ou 2 mM). 
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3.1.4 Investigação da modificação epigenética – Western-Blot 

 Para verificar se os efeitos sobre a viabilidade dos astrócitos Wistar e SHR 

poderiam estar relacionados com uma modificação epigenética causada pelo 

tratamento com os moduladores de SIRTs, foram investigados os níveis proteicos da 

histona 3 resíduo de lisina 9 acetilado (H3K9ac) em relação os níveis de histona 3 

total. Essa região, quando acetilada, é relacionada à promoção da transcrição de 

genes que, por sua vez, poderiam trazer benefícios a diversas funções metabólicas 

das células (Gates et al., 2017) e, consequentemente, protegê-las da morte celular 

induzida pela hipóxia.  

 Para o teste, os astrócitos Wistar e SHR foram expostos às concentrações 

mais baixas dos moduladores de SIRTs (NAM 25 e 50 µM, Rsv 0.25 e 0.5 µM e Sir 

2.5 e 5 µM) por 48 horas. 

 Podemos observar que nos astrócitos primários do córtex de animais controle 

(Wistar), as concentrações mais baixas dos moduladores, NAM 25 µM, Rsv 0.25 µM 

e Sir 2.5 µM não foram capazes de alterar o estado de acetilação da H3 (Figura 8 A). 

No entanto, quando os astrócitos foram expostos às concentrações mais altas, NAM 

50 µM, Rsv 0.5 µM e Sir 5 µM, observou-se um aumento da acetilação da histona 3 

(Figura 8 B). A figura 8 C demonstra a imagem processada (corte específico na 

região do blot) do Western-Blot utilizada para a análise. 

 No caso dos astrócitos primários do córtex de animais SHR expostos às 

mesmas condições, observamos também, que as concentrações de NAM 25 µM, 

Rsv 0.25 µM e Sir 2.5 µM não alteraram a acetilação na região H3K9 (Figura 9 

A).  Porém, assim como nos Wistar, as concentrações de NAM 50 µM, Rsv 0.5 µM e 

Sir 5 µM promoveram a inibição das SIRTs, mantendo a região H3K9 acetilada 

(Figura 9 B).  

 Ao analisar esses dados, apesar de termos uma redução da viabilidade nos 

astrócitos Wistar e SHR com as concentrações dos moduladores de SIRTs 

propostos (Figura 6), observamos um aumento da viabilidade frente à hipóxia 

química (Figura 7) com uma concomitante o aumento da acetilação da H3K9ac 

(Figuras 8 e 9). Por essa razão, decidimos utilizar essas concentrações para a 

investigação da função mitocondrial. Vale relembrar que a verificação da indução da 

via da hipóxia nos astrócitos já foi realizada e publicada em E Silva et al., 2019.  
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Figura 8: Nível de acetilação da H3K9 em astrócitos primários do córtex de animais 

controle (Wistar) 

  

Legenda: (A) gráfico de barras representativo das análises após a exposição das células a NAM 
25 µM, Rsv 0.25 µM e Sir 2.5 µM, (B) gráfico de barras representativo das análises após o 
tratamento com NAM 50 µM, Rsv 0.5 µM e Sir 5 µM, e (C) membranas do western-blot (N = 3). 
Análise estatística foi realizada por One-Way ANOVA seguido do teste post-hoc de Tukey. Dados 
apresentados em média ± desvio padrão, e em porcentagem do grupo sem tratamento 
(Untreated). Foi considerado estatisticamente significante p<0.05. ****P<0.0001 em relação ao 
grupo sem tratamento. 
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Figura 9: Nível de acetilação da H3K9 em astrócitos primários do córtex de animais 

SHR 

 

  

Legenda: (A) gráfico de barras representativo das análises após a exposição das células a NAM 
25 µM, Rsv 0.25 µM e Sir 2.5 µM, (B) gráfico de barras representativo das análises após o 
tratamento com NAM 50 µM, Rsv 0.5 µM e Sir 5 µM, e (C) membranas do western-blot (N = 3). 
Análise estatística foi realizada por One-Way ANOVA seguido do teste post-hoc de Tukey. Dados 
apresentados em média ± desvio padrão, e em porcentagem do grupo sem tratamento 
(Untreated). Foi considerado estatisticamente significante p<0.05. ****P<0.0001 em relação ao 
grupo sem tratamento. 
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3.1.5 Investigação do metabolismo mitocondrial – estudo funcional 

 Nessa seção demonstraremos os resultados das análises do metabolismo 

mitocondrial, começando pela homeostase de Ca2+ e seguindo para o potencial de 

membrana mitocondrial (MMP) e os níveis de superóxido mitocondrial. Em todos os 

casos, os grupos Wistar e SHR foram ajustados em 100% e as comparações foram 

realizadas parente a eles, separadamente, bem como, entre eles. Nas legendas dos 

gráficos serão descritas as simbologias utilizadas para as comparações e o valor de 

P respectivo.  

 

3.1.5.1 Homeostase de Ca2+ 

 Para as análises de Ca2+, os astrócitos primários do córtex de animais Wistar 

e SHR foram incubados com o fluoróforo Fluo-4-AM. Esta molécula se liga ao Ca2+ 

citosólico emitindo fluorescência.  

Podemos observar nos astrócitos de animais controle (Wistar) expostos a 

hipóxia química moderada (800 µM) por 24 horas, uma redução do sinal fluorescente 

(delta ∆), de forma significativa, após a adição do FCCP (5 µM). O oposto ocorre nos 

astrócitos SHR, onde há um aumento do sinal (Figura 10 A). Ambos em relação ao 

grupo sem tratamento (Untreated). Esse dado indica que nos astrócitos controle a 

hipóxia moderada causa uma redução da captura de Ca2+ pelas mitocôndrias, 

enquanto nos SHR, há um aumento (Figura 10 A). No caso da exposição a hipóxia 

intensa (2 mM), ambos os grupos apresentaram um aumento significante do sinal, 

indicando que suas mitocôndrias capturaram mais o íon (Figura 10 B). 

 Entretanto, quando as células controle (Wistar) foram previamente expostas 

aos moduladores de SIRTs, vemos que na situação hipóxia moderada, em todos os 

casos, houve um aumento significante do sinal do Fluo, indicando que havia mais 

Ca2+ nas mitocôndrias dos astrócitos controle (Wistar) em relação ao grupo sem 

tratamento (Untreated) e ao grupo exposto somente a hipóxia (Figura 10 A). Porém, 

no caso dos SHR, não vemos essa alteração (Figura 10 A). 

 Quando as células foram previamente tratadas com os moduladores e 

expostas a hipóxia química intensa (2 mM), vemos que nos astrócitos controle 

(Wistar) há, também, um aumento do sinal fluorescente, indicando uma maior 

captura de Ca2+ pelas mitocôndrias dos astrócitos Wistar em relação ao grupo sem 

tratamento e exposto somente a hipóxia (Figura 10 B). No caso dos SHR, apenas o 

tratamento com NAM aumenta de forma significativa o sinal fluorescente, indicando 
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que nessa condição as mitocôndrias captaram mais o íon em relação ao grupo sem 

tratamento e ao grupo exposto somente a hipóxia (Figura 10 B). No caso do 

tratamento prévio com Rsv, não houve alterações. Entretanto, o tratamento prévio 

com Sir, causou uma redução significativa do sinal fluorescente em relação ao grupo 

sem tratamento (Untreated) e ao grupo exposto somente a hipóxia intensa (Figura 

10 B). Esse dado demonstra que nos astrócitos controle os moduladores aumentam 

a capacidade de retenção de Ca2+ das mitocôndrias, enquanto nos astrócitos SHR, 

apenas o NAM exerce esse efeito e apenas na condição de hipóxia intensa. 
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Figura 10: Liberação de cálcio mitocondrial em astrócitos primários do córtex de 

animais Wistar e SHR 

 

  


 o

f 
fl

u
o

r
e

c
e

n
c

e
 i

n
te

n
s

it
y

(%
 i

n
 r

e
la

ti
o

n
 t

o
 t

h
e

 c
o

n
tr

o
l 

g
r

o
u

p
)

0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

4 0 0

**

****

• • • •

U n tr e a t e d 8 0 0  M N A M R s v S i r

+  8 0 0  M

****

° ° ° °

****

**
*

*
*

• • • •

• • • •

° ° ° °

° ° ° °
° ° ° °


 o

f 
fl

u
o

r
e

c
e

n
c

e
 i

n
te

n
s

it
y

(%
 i

n
 r

e
la

ti
o

n
 t

o
 t

h
e

 c
o

n
tr

o
l 

g
r

o
u

p
)

0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

4 0 0

***

° ° °

S i rU n tr e a t e d 2  m M N A M R s v

+  2  m M

• •

****

****

****
****

****

****

*

• •
•

• • • •

• • • •

° ° ° °

° ° ° °

Legenda: As células foram tratadas com NAM (50 μM), Rsv (0.5 μM) e Sir (5 μM) por 48 horas, e 
CoCl2 (800 μM e 2 mM), por 24 horas. (A) gráfico de barras representativo dos níveis de cálcio 
citosólico após hipóxia moderada e modulação de SIRTs, e (B) gráfico de barras representativo 
dos níveis de cálcio citosólico após hipóxia intensa e modulação de SIRTs (N = 3, em duplicatas). 
Dados representados em média ± desvio padrão, e em porcentagem do respectivo grupo sem 
tratamento (Untreated). Os gráficos de barras representam o delta (Δ) da intensidade de 
fluorescência (FCCP; 5 μM). Análise estatística foi feita por One-Way ANOVA seguido do teste 
post-hoc de Tukey. Foi considerado estatisticamente significante, p<0.05. *p<0.01, **p<0.001, 
***p<0.0001 e ****p<0.00001, em relação ao respectivo grupo sem tratamento (Wistar ou SHR); 
•p<0.01, ••p<0.001, e ••••p<0.00001, em relação aos grupos expostos apenas a hipoxia química 
(800 μM ou 2 mM); t°p<0.01, °°p<0.001 e °°°°p<0.00001, em relação ao grupo Wistar de mesmo 
tratamento. 
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3.1.5.2 Potencial de membrana mitocondrial 

 Sabe-se que as alterações na homeostase de Ca2+ podem alterar o potencial 

de membrana mitocondrial (MMP), portanto esse parâmetro foi investigado. 

Observamos que em ambos os casos de hipóxia química (moderada ou intensa) há 

uma redução significativa do sinal fluorescente do TMRE no citosol em ambos os 

astrócitos (controle e SHR). Esse dado indica que a hipóxia química causa uma 

despolarização mitocondrial (Figura 11 A e B).  

 Quando os astrócitos dos animais Wistar foram submetidos ao tratamento 

prévio com o modulador NAM e depois expostos a hipóxia química moderada (800 

µM) houve um aumento significante do sinal do TMRE a níveis superiores aos 

basais, indicando uma repolarização mitocondrial (Figura 11 A). Já no caso do 

tratamento com os moduladores Rsv e Sir, o sinal do fluoróforo aumentou 

significativamente quando comparado com o grupo exposto somente à hipóxia 

sugerindo que, ambos, protegem os astrócitos da despolarização (Figura 11 A). 

No caso dos astrócitos SHR, apenas o tratamento prévio com NAM aumentou 

o sinal do TMRE em comparação ao grupo exposto somente à hipóxia, o que 

poderia indicar uma proteção (Figura 11 B). No caso do Rsv houve uma queda 

significante do sinal em comparação com os grupos sem tratamento (Untreated) e 

ao grupo exposto somente a hipóxia química moderada o que indica uma maior 

despolarização do MMP (Figura 11 A).  

 Na análise do tratamento prévio com os moduladores e exposição à hipóxia 

química intensa (2 mM) nos astrócitos controle (Wistar), novamente, todos os 

moduladores de SIRTs promoveram um aumento do sinal do TMRE (Figura 11 B), 

em relação ao grupo exposto somente hipóxia. No entanto, nos astrócitos SHR, 

todos os moduladores causam uma redução significativamente maior do sinal do 

TMRE quando comparado com o grupo sem tratamento, aos grupos expostos 

somente a hipóxia e em relação ao grupo Wistar de mesmo tratamento, indicando a 

despolarização mitocondrial (Figura 11 B). Ou seja, os moduladores preveniram a 

despolarização da mitocôndria em animais Wistar, e não modulou tal função nos 

animais SHR. 

  



 

78 
 

Figura 11: Despolarização da membrana mitocondrial dos astrócitos primários do 

córtex de animais Wistar e SHR 
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3.1.5.3 Níveis de superóxido mitocondrial 

 Como as alterações na homeostase de Ca2+ e no MMP podem influenciar na 

geração de espécies reativas de oxigênio (ROS), como o superóxido, nós 

investigamos seus níveis através do fluoróforo mitosox.  

Quando observamos os dados dos astrócitos controle (Wistar) e SHR 

expostos a hipóxia química moderada e intensa, vemos um aumento significante do 

sinal do mitosox, indicando que sob hipóxia química as mitocôndrias dos astrócitos 

geram mais esse radical. Vale dizer, que o efeito da hipóxia química sobre os 

astrócitos SHR é significativamente maior quando comparado com o grupo controle 

(Wistar) (Figura 12 A e B).  

 Quando os astrócitos controle (Wistar) foram submetidos ao tratamento prévio 

com os moduladores de SIRTs, vemos que nenhum deles foi capaz de proteger as 

células do aumento do radical (Figura 12 A). Porém, no caso dos astrócitos SHR, o 

tratamento prévio com NAM e Rsv demonstra uma diminuição do sinal do mitosox 

quando comparado com o grupo sem tratamento, grupo exposto somente a hipóxia, 

bem como em relação ao grupo Wistar na mesma condição, indicando um efeito 

antioxidante. Contudo, o tratamento prévio com Sir, exerce o efeito oposto, 

aumentando o sinal em todas as comparações, o que indica que há a maior 

produção do radical nessa condição (Figura 12 A).  

 De forma curiosa, na exposição à hipóxia química intensa (2 mM), nos 

astrócitos controle (Wistar) previamente tratados com os moduladores, em todos os 

casos, há um aumento do sinal do mitosox quando comparado com o grupo sem 

tratamento e o grupo exposto somente a hipóxia (Figura 12 B). Contrariamente, nos 

astrócitos SHR, vemos que todos os compostos geram uma proteção, reduzindo o 

sinal do mitosox em comparação ao grupo exposto somente a hipóxia e, ainda, em 

relação ao grupo Wistar na mesma condição (Figura 12 B). Esse dado demonstra 

que nos astrócitos SHR ocorre uma proteção contra a formação deste radical, que 

parece ser otimizada quando as células estão numa situação de hipóxia intensa. 
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Figura 12: Níveis de superóxido e efeito antioxidante em astrócitos primários do 

córtex de animais Wistar e SHR 
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3.1.6 Investigação do metabolismo mitocondrial – PCR em tempo real 

 Ao observar as alterações na homeostase de Ca2+, MMP e nos níveis de 

geração de superóxido induzidas pela hipóxia e alteradas pela modulação das 

SIRTs, investigamos por PCR em tempo real (qPCR) a expressão de genes 

envolvidos no metabolismo mitocondrial. Vale ressaltar, que todos os genes 

housekeepings que testamos para os astrócitos foram alterados pela hipóxia, esses 

dados encontram-se na dissertação de mestrado (E Silva et al., 2018). De fato, a 

literatura nos mostra que a hipóxia é um fator alterador de diversos genes 

considerados housekeeping's e que é difícil encontrar um adequado para a análise 

de qPCR, tendo ainda variações dependendo do tipo celular (Caradec et al., 2010; 

Gheisari et al., 2017; Da Baker et al., 2021). Nesse sentido, realizamos as 

comparações normalizando o cycle threshold (CT) do gene alvo, em relação ao CT 

do mesmo gene do grupo sem tratamento (Untreated), assim temos a expressão 

relativa do gene (Boutler et al., 2016; Kuhlmann et al., 2021).  

 Analisamos em primeiro lugar a expressão do gene regulador central da via 

da biogênese mitocondrial, o Pgc1α (Weydt, et al., 2006). Observando os dados, 

vemos que não houve alterações nos astrócitos Wistar e SHR quando foram 

expostos a situação de hipóxia moderada (800 µM). Já no caso da hipóxia intensa, 

há um aumento significativo da expressão nos astrócitos Wistar quando comparado 

com o grupo sem tratamento (Figura 13 A). Quando as células Wistar e SHR foram 

previamente tratadas com os moduladores de expostas a hipóxia moderada, vemos 

que apenas o Sir, nos astrócitos SHR, causa uma redução significativa da expressão 

do Pgc1α em comparação ao grupo sem tratamento e ao grupo exposto somente a 

hipóxia (Figura 13 A). 

 Entretanto, quando os astrócitos Wistar foram submetidos ao tratamento 

prévio com os moduladores Rsv e Sir, houve um aumento significante da expressão 

do Pgc1α em relação ao grupo sem tratamento, porém similar ao observado na 

exposição a hipóxia intensa (Figura 13 B). No entanto, quando os astrócitos SHR 

foram submetidos ao tratamento prévio, vemos que há uma redução significativa da 

expressão do Pgc1α em todos os casos, em relação ao grupo sem tratamento, ao 

grupo exposto somente a hipóxia intensa e em relação ao grupo Wistar das mesmas 

condições (Figura 13 B). 
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Figura 13: Alterações na expressão do gene Pgc1α nos astrócitos primários do 

córtex de animais Wistar e SHR 
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 Ao verificar essas alterações no Pgc1α, fomos investigar a sequência de 

genes que fazem parte da via da biogênese mitocondrial. Investigamos, assim, a 

expressão do fator Nrf1, que induz a expressão de componentes proteicos nucleicos 

que fazem parte da cadeia respiratória mitocondrial (Kiyama et al., 2018). Observa-

se que não ocorre nenhum efeito sob a expressão do Nrf1, tanto os astrócitos 

controle (Wistar) quanto nos SHR quando eles foram expostos a hipóxia moderada 

(800 µM) (Figura 14 A). Entretanto, quando os dois grupos de astrócitos foram 

expostos a hipóxia intensa, observa-se uma redução significativa da expressão de 

Nrf1 quando comparado com os respectivos grupos sem tratamento (Untreated) 

(Figura 14 B), o que sugere que a hipóxia intensa poderia diminuir a expressão dos 

componentes da cadeia respiratória, assim diminuindo a criação de novas 

mitocôndrias. 

 Entretanto, quando os astrócitos controle (Wistar) e SHR foram previamente 

tratados com os moduladores de SIRTs e expostos às condições de hipóxia 

(moderada ou intensa) vemos que há um aumento significante da expressão do Nrf1 

em todos os casos quando comparados com o grupo sem tratamento (Untreated) e 

exposto somente as condições de hipóxia (moderada ou intensa) (Figura 14 A e B). 

Esses resultados sugerem que os moduladores de SIRTs podem influenciar na 

expressão do Nrf1, propiciando a expressão dos componentes da cadeia 

respiratória, o que poderia favorecer a criação de novas mitocôndrias. 
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Figura 14: Alterações na expressão do gene Nrf1 nos astrócitos primários do córtex 

de animais Wistar e SHR 
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CoCl2 (800 μM e 2 mM), por 24 horas. (A) gráfico de barras representativo das análises após 
hipóxia moderada e modulação de SIRTs, e (B) gráfico de barras representativo das análises após 
hipóxia intensa e modulação de SIRTs (N = 3, em duplicatas). Dados representados em média ± 
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 Uma vez que observamos esse resultado com o Nrf1, fomos verificar a 

expressão do gene Tfam, que é estimulado pelo Nrf1 e favorece a replicação do 

mtDNA durante a biogênese mitocondrial (Lee et al., 2017; Gureev et al., 2019). 

Podemos observar que quando os astrócitos controle (Wistar) foram expostos a 

hipóxia química moderada, não houve alterações na expressão do Tfam. Entretanto, 

a expressão do Tfam, encontra-se significativamente diminuída nos astrócitos SHR 

em relação ao seu grupo sem tratamento (Untreated) e em comparação com o grupo 

Wistar na mesma condição (Figura 15 A). No caso da hipóxia química intensa (2 

mM), ocorre um aumento significativo da expressão do Tfam nos astrócitos Wistar 

em relação ao grupo sem tratamento (Untreated). Porém, nada acontece nos 

astrócitos SHR em relação ao grupo SHR sem tratamento (Untreated). Mas, a 

expressão do Tfam é significantemente menor em relação ao grupo Wistar na 

mesma condição (Figura 15 B). 

 Quando os astrócitos foram previamente tratados com os moduladores de 

SIRTs e expostos a condição de hipóxia moderada, vemos que o NAM favorece de 

forma significativa a expressão do Tfam nos astrócitos Wistar e SHR em 

comparação com o respectivo grupo sem tratamento e exposto somente a hipóxia. O 

Rsv e o Sir também favorecem a expressão do fator significantemente, porém em 

relação ao respectivo grupo (Wistar e SHR) exposto somente a condição de hipóxia 

(Figura 15 A). No caso da hipóxia intensa, nos astrócitos controle (Wistar) 

previamente tratados com NAM e Rsv, a expressão do Tfam continua elevada no 

mesmo nível do que a hipóxia intensa (Figura 15 B). Mas, no caso do tratamento 

com Sir, ocorre o aumento significativo da expressão de Tfam em relação ao grupo 

sem tratamento e exposto somente a hipóxia (Figura 15 B).  No caso dos SHR, o 

tratamento com Rsv não altera a expressão de Tfam, enquanto os tratamentos com 

NAM e Sir favorecem de forma significativa sua expressão (Figura 15 B). Esses 

dados reforçam a ideia de que está ocorrendo a criação de novas mitocôndrias, 

apesar de não ter um estímulo evidenciado do Pgc1α. 
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Figura 15: Alterações na expressão do gene Tfam nos astrócitos primários do córtex 

de animais Wistar e SHR 
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 Para verificar se, de fato, estava sendo estimulada a biogênese mitocondrial, 

fomos avaliar a expressão do gene Tom20 que é frequentemente utilizado como 

marcador para quantidade de mitocôndrias (Lavie et al., 2017). Vemos então que a 

hipóxia química moderada causa uma redução significativa da expressão de Tom20 

nos astrócitos Wistar e SHR em comparação com os respectivos grupos sem 

tratamento (Figura 16 A). No caso da hipóxia intensa (2 mM), nos astrócitos controle 

(Wistar), tem-se um aumento significativo da expressão do Tom20 em relação ao 

grupo sem tratamento (Untreated). Enquanto nos astrócitos SHR, a hipóxia intensa 

causa uma diminuição significativa do Tom20 em relação ao grupo SHR sem 

tratamento e em relação ao grupo Wistar na mesma condição (Figura 16 B). 

 Quando os astrócitos controle e SHR foram previamente tratados com os 

moduladores de SIRTs e expostos a hipóxia moderada (800 µM), vemos que em 

todos os casos há um aumento significante da expressão do Tom20 em comparação 

aos seus respectivos grupos sem tratamento e expostos somente a hipóxia (Figura 

16 A). Vemos o mesmo efeito quando os astrócitos foram expostos a hipóxia 

química intensa (2 mM) (Figura 16 B). 
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Figura 16: Alterações na expressão do gene Tom20 nos astrócitos primários do 

córtex de animais Wistar e SHR 
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 Nesse sentido, os moduladores de SIRTs parecem induzir a criação de novas 

mitocôndrias. Esse dado é curioso, já que o regulador central da via da biogênese 

mitocondrial, o Pgc1α não foi estimulado (Figura 13 A e B). Portanto, a via da 

biogênese, pode estar sendo estimulada de outra forma, como por exemplo através 

da expressão do gene Nfe2l2 em decorrência do aumento de ROS (Piantadosi et al., 

2008; Calvert et al., 2010; Lee et al., 2017; Gureev et al., 2019). De importância, 

tem-se o fato de que o Nfe2l2 ainda é responsável pela expressão de fatores que 

atuarão nas defesas antioxidantes.   

 Quando observamos a expressão do Nfe2l2 nos astrócitos controle (Wistar) e 

SHR expostos a hipóxia moderada (800 µM), vemos que não há alterações 

significativas (Figura 17 A). Porém, na hipóxia química intensa, há uma redução 

significativa da expressão do fator em ambos (Wistar e SHR), em relação ao grupo 

sem tratamento (Figura 17 B). Interessantemente, quando as células foram 

previamente tratadas com os moduladores de SIRTs e expostas a hipóxia 

moderada, vemos que tanto nos astrócitos Wistar quanto nos SHR, tem-se um 

aumento da expressão do Nfe2l2 de forma (Figura 17 A). Novamente, na exposição 

a hipóxia química intensa, todos os moduladores foram capazes de aumentar a 

expressão do Nfe2l2 nos astrócitos Wistar e SHR significativamente em comparação 

ao grupo sem tratamento e exposto somente a hipóxia intensa (Figura 17 B). Esses 

achados demonstram que, de fato, poderia estar ocorrendo o estímulo da biogênese 

mitocondrial pela via indireta ao Pgc1α, sendo estimulada pelo Nfe2l2. 
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Figura 17: Alterações na expressão do gene Nfe2l2 nos astrócitos primários do 

córtex de animais Wistar e SHR 
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3.1.7 Análise da quantidade de mitocôndrias – Imunofluorescência 

 Como vimos alterações nos genes responsáveis pela via da biogênese 

mitocondrial, como Pgc1α, Nrf1 e Nfe2l2, decidimos investigar se os astrócitos SHR 

sem nenhum tratamento já tinham uma maior quantidade de mitocôndrias de forma 

natural. Nesse sentido, poderíamos ter alguma noção do porquê ocorrem tais 

alterações observadas após a exposição a hipóxia intensa e tratamento com os 

moduladores de SIRTs. No caso, utilizamos o marcador de mitocôndrias mitotracker 

deep red (MTDR) e analisamos por imunofluorescência a quantidade de 

mitocôndrias presentes nos astrócitos Wistar e SHR sem tratamento. Do mesmo 

modo que nos testes de caracterização, foi utilizado o anticorpo S100β para marcar 

os astrócitos maduros (ver 2.3).  

 Podemos observar na imagem representativa da imunofluorescência com a 

objetiva de 40x (escala de 0.2 µM), que de fato, há maior marcação de MTDR 

(vermelha) nos astrócitos SHR marcados em verde com o anticorpo S100β (Figura 

18 A). Ainda, podemos ver que há uma maior intensidade do threshold da 

fluorescência vermelha em área/pixels/células nos astrócitos SHR, o que indica que 

essas células possuem uma quantidade maior de mitocôndrias em comparação com 

o grupo Wistar (Figura 18 A e B). 

 Com essa análise, podemos dizer que, de fato, os astrócitos de animais SHR 

possuem mais mitocôndrias do que os astrócitos de animais Wistar, isso pode estar 

relacionado ao fato de que esses animais passam por uma situação de hipóxia fetal 

(ou intraútero) que parece estimular a via da biogênese de forma natural (E Silva et 

al., 2019). E ainda, como vimos, a própria hipóxia química estimula essa via de uma 

maneira indireta nos astrócitos controle (Wistar), reforçando que há a possibilidade 

de novas mitocôndrias estarem sendo criadas após o novo estímulo de hipóxia. 
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Figura 18: Marcação da quantidade de mitocôndrias nos astrócitos Wistar e SHR 

pelo MTDR 
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B 

Legenda: (A) representação da imunofluorescência, fotografias da objetiva de 40x (escala de 0.2 
µM). (B) gráfico de barras representativo na intensidade de marcação vermelha (área/pixel/células) 
normalizado em porcentagem do grupo controle (N = 8). Dados representados em média ± desvio 
padrão. Análise estatística foi feita com teste T de student. Foi considerado estatisticamente 
significante, p<0.05. *p<0.01 em relação ao grupo Wistar. 
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Tabela 1: resumos dos resultados – seção astrócitos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

↓ ↑ e ↑* ↓ e ↑* ↓ e ↑* ↓ ↑ e ↑* ↓ e ↑* ↓ e ↑*

↑ ↑  ↑ ↑ ↑  ↑ e ↑* ↑ e ↑*  ↑ e ↑*

- ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↑ ↓ ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↑ e ↑*

- ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↓ ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↑ e ↑*

- ↑ e ↑* ↑* ↑* ↑ ↑ ↑ ↑ e ↑*

Tom20

Mitosox                         

(superóxido)

Pgc1α

Nrf1

Nfe2l2

Tfam

TMRE                            

(∆ѱm)

NAM (50 

µM)

RSV (0.5 

µM)
SIRT (5 µM)

↓ ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↑ e ↑*

EXPERIMENTO 
CoCl2                    

800 µM

↑ e ↑*

RSV (0.5 

µM)
SIRT (5 µM)

CoCl2 800 µM CoCl2 2 mM
CoCl2                    

2 mM
NAM (50 

µM)

↑ e ↑* ↑ e ↑*

Astrócitos Wistar -  TABELA DE  RESULTADOS - Investigação do metabolismo mitocondrial e qPCR

↑ - ↑ ↑

↑ ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↑ e ↑*

- - - -

* em relação a hipóxia

FLUO-4                             

(Ca2+ citosólico)

↓ ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↑ ↑ e ↑*

Legenda: Foram reunidos os resultados dos testes de função mitocondrial com Fluo-4-AM, TMRE 
e mitosox e, ainda, foram reunidos os resultados obtidos nos testes de expressão do Pgc1α, Nrf1, 
Nfe2l2, Tfam e Tom20. A seta sem o asterisco representa a comparação entre o grupo controle. A 
seta com asterisco e em negrito representa a comparação entre o grupo exposto somente a 
hipóxia. 
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Tabela 2: resumos dos resultados – seção astrócitos 

  

↓ ↓ e ↑* ↓ e ↓* ↓ ↓ ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↓ e ↓*

↑ ↑ e ↓*   ↓* ↑ e ↑* ↑ ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↓ e ↓*

- ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↓ ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↑ e ↑*

- ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↓ ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↑ e ↑*

↓ ↑ e ↑* ↑* ↑* - ↑ e ↑* - ↑*

↑* ↑*

Tfam

Tom20 ↓ ↑* ↑* ↑* ↓ ↑ e ↑*

Nrf1

Nfe2l2

- ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↓ e ↓*

Mitosox                         

(superóxido)

Pgc1α - - - ↓ e ↓*

↑ e ↑* ↑ ↓ e ↓*

TMRE                            

(∆ѱm)

SIRT (5 µM)
NAM (50 

µM)

RSV (0.5 

µM)
SIRT (5 µM)

FLUO-4                             

(Ca2+ citosólico)
↑ ↑ ↑ ↑ ↑

Astrócitos SHR -  TABELA DE  RESULTADOS - Investigação do metabolismo mitocondrial e qPCR

* em relação a hipóxia

EXPERIMENTO 
CoCl2                    

800 µM

CoCl2 800 µM
CoCl2                    

2 mM

CoCl2 2 mM

NAM (50 

µM)

RSV (0.5 

µM)

Legenda: Foram reunidos os resultados dos testes de função mitocondrial com Fluo-4-AM, TMRE 
e mitosox e, ainda, foram reunidos os resultados obtidos nos testes de expressão do Pgc1α, Nrf1, 
Nfe2l2, Tfam e Tom20. A seta sem o asterisco representa a comparação entre o grupo controle. A 
seta com asterisco e em negrito representa a comparação entre o grupo exposto somente a 
hipóxia. 
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3.2 Resultados Neurônios 

 Nessa seção demonstraremos as diferenças entre os neurônios primários do 

córtex de animais Wistar e SHR (modelo de hipóxia neonatal) e, também, os 

resultados obtidos após a exposição à hipóxia química e o tratamento prévio com os 

moduladores de SIRTs.  

 

3.2.1 Caracterização da cultura primária de neurônios – Imunofluorescência 

 Antes de iniciarmos nossos experimentos relacionados a função mitocondrial, 

realizamos a caracterização da cultura primária de neurônios por dois métodos, 

imunofluorescência e citometria de fluxo, para que tivéssemos certeza de que 

estávamos avaliando, majoritariamente, o tipo celular que propusemos. Observamos 

nas figuras 19 e 20, que nas células Wistar e SHR houve marcação com o anticorpo 

MAP2 (verde). Na figura 21 A, que é o gráfico representativo da imunomarcação de 

células controle (Wistar), vemos que 93,3% eram positivas para MAP2 e que 6,67% 

eram inespecíficas. Já na figura 21 B, que é o gráfico representativo da 

imunomarcação com células SHR, vemos que 91,4% eram positivas para MAP2 e 

que 8,6% eram inespecíficas. Já na figura 22 B, que é a representação gráfica da 

citometria de fluxo (ver seção 2.5.2), vemos que 87% das células eram positivas 

para NeuN e em apenas 1,8% houve marcação inespecífica.  

 Esses dados demonstram que nossa cultura primária era majoritariamente 

composta de neurônios. 
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Figura 19: Imunomarcação representativa da caracterização dos neurônios primários do 

córtex de animais Wistar 

 

  

A 

B 

C 

Legenda: Imunofluorescência foi realizada com anticorpo MAP2 para marcação de neurônios 
maduros 1:500 (verde) e DAPI para a marcação do núcleo celular 1:10.000 (azul). Imagens 
adquiridas com a objetiva de 40x (escala de 50 µM). (A) Representação da imunofluorescência 
com DAPI, (B) Representação da imunofluorescência com MAP2, e (C) Representação do merge 
entre o DAPI e o MAP2.  
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Figura 20: Imunomarcação representativa da caracterização dos neurônios 

primários do córtex de animais SHR 

 

  

A 

B 

C 

Legenda: Imunofluorescência foi realizada com anticorpo MAP2 para marcação de neurônios 
maduros 1:500 (verde) e DAPI para a marcação do núcleo celular 1:10.000 (azul). Imagens 
adquiridas com a objetiva de 40x (escala de 50 µM). (A) Representação da imunofluorescência 
com DAPI, (B) Representação da imunofluorescência com MAP2, e (C) Representação do merge 
entre o DAPI e o MAP2.  
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Figura 21: Gráfico de barras representativo da imunomarcação dos neurônios 

primários do córtex de animais Wistar e SHR 
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Legenda (A) gráfico representativo da caracterização dos neurônios Wistar. (B) gráfico 
representativo da caracterização dos neurônios SHR. Imunomarcação com o anticorpo MAP2 na 
concentração de 1:500 (N = 3, em duplicatas). Dados representados em média ± desvio padrão e 
normalizados pela quantidade total da marcação nuclear com DAPI (1:10.000).  
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Figura 22: Representação gráfica da caracterização da cultura primária de 

neurônios por citometria de fluxo 
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com o anticorpo secundário (alexafluor 594 – 1:750) ou autofluorescência. A cor verde representa 
a fluorescência das células marcadas com o anticorpo primário (NeuN) e secundário (alexafluor 
594). (B) gráfico de barras representativo da porcentagem de células para cada condição, sem 
marcação, fluorescência apenas do anticorpo secundário, e marcação positivas para NeuN. 
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3.2.3 Viabilidade celular frente a hipóxia e moduladores de SIRTs 

 Após observarmos que majoritariamente nossa cultura primária era composta 

de neurônios, realizamos os experimentos de viabilidade pelo teste de MTT com o 

indutor químico de hipóxia, o CoCl2 (800 µM e 2 mM, 24 horas). Também realizamos 

o teste de viabilidade com a cultura de neurônios submetidos aos tratamentos com 

os moduladores de SIRTs nas concentrações previamente testadas, NAM 25 e 50 

µM, Rsv 0.25 e 0.5 µM e Sir 2.5 e 5 µM.  

 Como pode ser visto abaixo, os resultados demonstram uma redução da 

viabilidade dose dependente nos neurônios controle (Wistar) de 35 e 47% após a 

exposição a hipóxia química moderada e intensa, respectivamente (Figura 23 A). O 

mesmo acontece nos neurônios SHR, onde o CoCl2 reduz a viabilidade em 43 e 

55% (Figura 23 B).  

 No que diz respeito aos moduladores de SIRTs, podemos observar que a 

NAM não reduziu a viabilidade dos neurônios de animais Wistar e SHR (Figura 24 A 

e B). Já no tratamento com Rsv, apenas a concentração mais alta de 0.5 µM 

diminuiu significativamente a viabilidade dos neurônios em controle (Wistar) em 23% 

em relação ao grupo sem tratamento. No caso dos SHR, o Rsv reduziu de forma 

significativa a viabilidade nas duas concentrações de 0.25 e 0.5 µM em relação ao 

grupo sem tratamento (Figura 25 A e B). O tratamento com o Sir reduziu a 

viabilidade de forma significante após o tratamento com a dose menor e maior, 

apenas nos neurônios SHR, sendo 22% e 35% em relação ao grupo sem tratamento 

(Untreated) (Figura 26 A e B). 

  



 

101 
 

Figura 23: Viabilidade celular dos neurônios primários do córtex de animais Wistar e 

SHR frente ao tratamento com o indutor químico de hipóxia, cloreto de cobalto 

(CoCl2) nas concentrações de 800 µM e 2 mM por 24 horas 
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Legenda: (A) gráfico de barras representativo do teste de MTT em neurônios Wistar e, (B) gráfico de 
barras representativo do teste de MTT em neurônios SHR. Dados representados em média ± desvio 
padrão e em porcentagem do grupo sem tratamento (Untreated). Análise estatística foi realizada com 
One-Way ANOVA seguido do teste post-hoc de Tukey. Foi considerado estatisticamente significante, 
p<0.05. ****p<0.00001 em relação ao grupo sem tratamento. 
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Figura 24: Viabilidade celular dos astrócitos primários do córtex de animais Wistar 

(controle) e SHR frente ao tratamento com o modulador NAM por 48 horas 
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Legenda: (A) gráfico de barras representativo do teste de MTT após o tratamento com 
Nicotinamida (NAM) nas concentrações de 25 e 50 µM em neurônios Wistar. (B) gráfico de barras 
representativo do teste de MTT após o tratamento com Nicotinamida (NAM) nas concentrações de 
25 e 50 µM em neurônios SHR (N = 3, em duplicatas). Dados representados em média ± desvio 
padrão e em porcentagem do grupo sem tratamento (Untreated). Análise estatística foi realizada 
com One-Way ANOVA seguido do teste post-hoc de Tukey. Foi considerado estatisticamente 
significante, p<0.05. Sem significância estatística entre os grupos   
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Figura 25: Viabilidade celular dos astrócitos primários do córtex de animais Wistar 

(controle) e SHR frente ao tratamento com o modulador Rsv por 48 horas 
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Legenda: (A) gráfico de barras representativo do teste de MTT após o tratamento com 
Resveratrol (Rsv) nas concentrações de 0.25 e 0.5 µM em neurônios Wistar. (B) gráfico de barras 
representativo do teste de MTT após o tratamento com Resveratrol (Rsv) nas concentrações de 
0.25 e 0.5 µM em neurônios SHR (N = 3, em duplicatas). Dados representados em média ± desvio 
padrão e em porcentagem do grupo sem tratamento (Untreated). Análise estatística foi realizada 
com One-Way ANOVA seguido do teste post-hoc de Tukey. Foi considerado estatisticamente 
significante, p<0.05. ***p<0.0001 e ****p<0.00001 em relação ao respectivo grupo sem tratamento 
(Wistar ou SHR). 
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Figura 26: Viabilidade celular dos astrócitos primários do córtex de animais Wistar 

(controle) e SHR frente ao tratamento com o modulador Sir por 48 horas 
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Legenda: (A) gráfico de barras representativo do teste de MTT após o tratamento com Sirtinol 
(Sir) nas concentrações de 2.5 e 5 µM em neurônios Wistar. (B) gráfico de barras representativo 
do teste de MTT após o tratamento com Sirtinol (Sir) nas concentrações de 2.5 e 5 µM em 
neurônios SHR (N = 3, em duplicatas). Dados representados em média ± desvio padrão e em 
porcentagem do grupo sem tratamento (Untreated). Análise estatística foi realizada com One-Way 
ANOVA seguido do teste post-hoc de Tukey. Foi considerado estatisticamente significante, 
p<0.05. ***p<0.0001 e ****p<0.00001 em relação ao respectivo grupo sem tratamento (Wistar ou 
SHR). 
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3.2.3.1 Viabilidade celular: Hipóxia química versus moduladores de sirtuínas 

 Com o intuito de observar se os moduladores conseguiram amenizar a 

redução de viabilidade causada pela hipóxia nos neurônios primários do córtex de 

animais Wistar e SHR, foi realizado o tratamento prévio com NAM (50 µM), Rsv (0.5 

µM) e Sir (2.5 µM) por 48 horas. Após as primeiras 24 horas, as células foram 

expostas a hipóxia química (CoCl2) nas concentrações de 800 μM e 2 mM. 

 Os nossos resultados demonstraram que o tratamento prévio com NAM, Rsv 

e Sir foram capazes de proteger significativamente os neurônios Wistar da perda de 

viabilidade causada pela hipóxia química moderada (Figura 27 A) e intensa (Figura 

27 B). Entretanto, nenhum deles restaurou a viabilidade a níveis basais.  

 No caso dos SHR, o tratamento prévio com os moduladores NAM e Rsv foi 

capaz de neutralizar a queda da viabilidade causada pela hipóxia moderada, 

enquanto o tratamento prévio com Sir protegeu os neurônios da queda da 

viabilidade induzida por hipóxia de forma significante (Figura 28 A). Quando os 

neurônios SHR foram previamente tratados com os moduladores e expostos a 

hipóxia intensa, vemos, também, que todos geraram uma proteção significativa 

(Figura 28 B). Esses dados demonstram que os compostos, nas doses e tempo de 

tratamento propostos geram uma neuroproteção. 

  



 

106 
 

Figura 27: Viabilidade celular dos neurônios primários do córtex de animais Wistar 

frente a exposição de moduladores de SIRTs e hipóxia 
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Legenda: Foram utilizados, como moduladores, NAM (50 µM), Rsv (0.5 µM) e Sir (5 µM) ao longo 
de 48 horas. A hipóxia foi induzida com CoCl2 por 24 horas; hipóxia química moderada (800 µM). 
(A) gráfico de barras representativo das análises de MTT com os astrócitos expostos a hipóxia 
moderada, e (B) Gráfico de barras representativo das análises de MTT com os astrócitos expostos 
a hipóxia intensa (N = 3, em duplicatas). Dados representados em média ± desvio padrão, e em 
porcentagem do grupo sem tratamento (Untreated). Análise estatística foi realizada com One-Way 
ANOVA seguido do teste post-hoc de Tukey. Foi considerado estatisticamente significante, 
p<0.05. ****p<0.0001 em relação ao grupo sem tratamento. ••p<0.001, •••p<0.0001 e 
••••p<0.00001 em relação ao grupo exposto somente a hipóxia (800 μM ou 2 mM). 
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Figura 28: Viabilidade celular dos neurônios primários do córtex de animais SHR 

frente a exposição de moduladores de SIRTs e hipóxia 
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Legenda: Foram utilizados, como moduladores, NAM (50 µM), Rsv (0.5 µM) e Sir (5 µM) ao longo 
de 48 horas. A hipóxia foi induzida com CoCl2 por 24 horas; hipóxia química moderada (800 µM). 
(A) gráfico de barras representativo das análises de MTT com os astrócitos expostos a hipóxia 
moderada, e (B) Gráfico de barras representativo das análises de MTT com os astrócitos expostos 
a hipóxia intensa (N = 3, em duplicatas). Dados representados em média ± desvio padrão, e em 
porcentagem do grupo sem tratamento (Untreated). Análise estatística foi realizada com One-Way 
ANOVA seguido do teste post-hoc de Tukey. Foi considerado estatisticamente significante, 
p<0.05. ****p<0.0001 em relação ao grupo sem tratamento. ••••p<0.00001 em relação ao grupo 
exposto somente a hipóxia (800 μM ou 2 mM). 
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3.2.4 Modelo celular de hipóxia química - qPCR 

 Em primeiro lugar, verificamos a expressão dos genes alvo nos neurônios 

SHR sem tratamento (Untreated) em relação ao grupo controle (Wistar) sem 

tratamento. Como observamos nos astrócitos em E Silva et al, 2019, os neurônios 

SHR sem nenhum tratamento apresentam um aumento significativo da expressão de 

Hif1α e Vegf em comparação com os neurônios controle (Wistar) (Figura 29 A e B) 

indicando que a via da hipóxia está ativa nesses neurônios primários do córtex in 

vitro.  

 No entanto, para saber se o CoCl2 era capaz de ativar a via da hipóxia nos 

neurônios primários do córtex de animais Wistar, bem como aumentar a expressão 

dos fatores da hipóxia nos neurônios SHR, as células foram tratadas com o CoCl2 

por 24 horas. Podemos observar que os tratamentos propostos com CoCl2 induzem 

o aumento significante da expressão do Hif1α e Vegf nos neurônios controle (Wistar) 

e SHR (Figura 30 A e B). Vale mencionar que o efeito foi muito maior nos neurônios 

Wistar. Entretanto, em ambos os casos, não observamos diferenças significativas na 

expressão entre as duas doses propostas. Assim, nosso tratamento com CoCl2 

também era capaz de mimetizar uma condição de hipóxia química nos neurônios 

primários do córtex. 
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Figura 29: Expressão de genes relacionados com a via da hipóxia em neurônios 

SHR sem tratamento 
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Legenda: Expressão dos genes Hif1α (A) e Vegf (B) nos neurônios primários do córtex de animais 
Wistar e SHR sem tratamento. Gráficos de barras representativo (N = 3, em duplicatas). Dados 
representados em média ± desvio padrão, e em porcentagem do grupo controle (Wistar) sem 
tratamento. Análise estatística foi feita por teste T de student. Foi considerado estatisticamente 
significante p<0.05. ****p<0.0001 em relação ao respectivo grupo controle (Wistar) sem 
tratamento. 
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Figura 30: Expressão dos genes Hif1α e Vegf nos neurônios primários do córtex de 

animais Wistar e SHR após a exposição ao indutor químico de hipóxia, cloreto de 

cobalto (CoCl2) por 24 horas nas concentrações de 800 µM e 2 mM 
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média ± desvio padrão e em porcentagem em relação ao respectivo grupo sem tratamento. 
Análise estatística foi feita por One-Way ANOVA e teste post hoc de Tukey. Foi considerado 
estatisticamente significante p<0.05. *p<0.01, **p<0.001, ***p<0.0001 e ****p<0.0001 em relação 
ao respectivo grupo sem tratamento (Wistar ou SHR); °p<0.01, °°°p<0.001 e °°°°p<0.00001 em 
relação ao grupo Wistar de mesmo tratamento. 
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3.2.5 Investigação da modificação epigenética – Western-Blot 

 Assim como nos experimentos com os astrócitos, nós verificamos se os 

moduladores, nas doses e tempo de tratamentos propostos, eram capazes de 

modular a ação das SIRTs. Para tal, foi utilizada novamente, a técnica de Western-

Blot (ver seção, 2.8) para investigar os níveis de H3K9ac em relação aos níveis de 

H3K9 total.  

 Podemos observar que o tratamento com NAM, Rsv e Sir foram capazes de 

inibir o papel deacetilador das SIRTs significativamente nos neurônios Wistar e SHR 

(Figura 31 A, B, C e D). Nesse sentido, a H3K9 permaneceu acetilada, o que gera 

uma possibilidade maior dos genes presentes nessa região serem transcritos, 

melhorando a capacidade celular. 

  



 

112 
 

Figura 31: Nível de acetilação da H3K9 em astrócitos primários do córtex de animais 

controle (Wistar) e SHR 

  

A
c

H
3

/H
3

 p
r
o

t
e

in
 l

e
v

e
ls

(
%

 i
n

 r
e

la
t
io

n
 t

o
 t

h
e

 c
o

n
t
r
o

l 
g

r
o

u
p

)

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

** ***
**

U n tr e a te d

(W is ta r )

N A M

5 0  M

R e s v

0 .5  M

S ir

5  M

A
c

H
3

/H
3

 p
r
o

t
e

in
 l

e
v

e
ls

(
%

 i
n

 r
e

la
t
io

n
 t

o
 t

h
e

 c
o

n
t
r
o

l 
g

r
o

u
p

)

0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

4 0 0

5 0 0

****
**** ***

U n tr e a te d

(S H R )

N A M

5 0  M

R e s v

0 .5  M

S ir

5  M

B 

A 

C D 

Legenda: (A) gráfico de barras representativo das análises com neurônios Wistar expostos as 
concentrações de NAM 50 µM, Rsv 0.5 µM e Sir 5 µM. (B) gráfico de barras representativo das 
análises com neurônios SHR expostos as concentrações de NAM 50 µM, Rsv 0.5 µM e Sir 5 µM. 
(C e D) membranas do western-blot das análises com Wistar e SHR, respectivamente (N = 3). 
Análise estatística foi realizada por One-Way ANOVA seguido do teste post-hoc de Tukey. Dados 
apresentados em média ± desvio padrão e em porcentagem em relação ao respectivo grupo sem 
tratamento (Untreated). Foi considerado estatisticamente significante p<0.05. ***p<0.001, 
***p<0.0001 e ****p<0.00001 em relação ao grupo sem tratamento.  
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3.2.6 Investigação do metabolismo mitocondrial entre animais controle 

(Wistar e SHR) – estudo funcional 

 Nessa seção demonstraremos os resultados das análises do metabolismo 

mitocondrial. Em primeiro lugar, apresentaremos as diferenças observadas entre os 

grupos de neurônios controle (Wistar) e expostos a hipóxia neonatal (SHR). Nesse 

caso, iremos fazer uma seção especial (3.2.6.1) contendo todas as análises da 

função mitocondrial começando pela homeostase de Ca2+, seguindo para o potencial 

de membrana mitocondrial (MMP), níveis de ROS e de superóxido mitocondrial. 

Ainda, demonstraremos os resultados da peroxidação lipídica (3.2.6.2), dos 

compostos altamente energéticos (3.2.6.3) e da expressão de genes responsáveis 

pelo metabolismo e dinâmica mitocondrial (3.2.6.4). Nesse caso, as comparações 

serão feitas em relação ao grupo Wistar sem tratamento (Untreated). 

 

3.2.6.1 Homeostase de Ca2+, potencial de membrana mitocondrial, níveis de 

ROS gerais e superóxido mitocondrial 

 Podemos observar na Figura 32 A, que o delta (∆) da fluorescência do Fluo-3-

AM é significativamente menor nos neurônios SHR, após a indução com FCCP (5 

µM), o que indica uma redução na capacidade de retenção do cálcio das 

mitocôndrias submetidas a hipóxia neonatal. No caso da Figura 32 B, que é a 

análise do MMP, vemos que o ∆ da fluorescência do TMRE é significativamente 

maior, após o FCCP (5 µM) nos neurônios SHR. Esse resultado poderia indicar que 

suas mitocôndrias estão polarizadas. Entretanto, nós observamos o mesmo dado 

nos astrócitos em E Silva et al., 2019 e propomos que o sinal elevado seria porque 

as células desses animais teriam mais mitocôndrias (ver seção 3.2.6.4).  

 Em relação às espécies reativas de oxigênio, vemos na Figura 32 C, que os 

neurônios expostos a hipóxia neonatal (SHR) apresentaram um sinal elevado do 

DCF, o que indica que nesses neurônios há a formação de mais ROS. Entretanto, 

quando analisamos os níveis de superóxido, vemos que há uma diminuição 

significativa do sinal. Esse dado pode refletir a própria situação de hipóxia, uma vez 

que nesse estado, as células inibem a OXPHOS, o que diminuiria os níveis de 

superóxido mitocondrial, porém facilitaria o escape de elétrons e, como 

consequência, aumentaria os níveis de ROS. 
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Figura 32: Análises da função mitocondrial entre neurônios primários do córtex de 

animais Wistar e SHR 
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grupo controle (Wistar). Análise estatística foi feita por teste t de student. Foi considerado 
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3.2.6.2 Análise da peroxidarão lipídica  

 Como verificamos que os neurônios expostos à hipóxia neonatal possuíam 

níveis elevados de ROS gerais, fomos investigar a peroxidação lipídica, que é uma 

das possíveis consequências do aumento dos níveis de ROS. Para tal, foi 

quantificado o nível de malondialdeído (MDA). Podemos observar que houve um 

aumento significativo do sinal fluorescente do MDA em relação ao grupo controle 

(Wistar), um indicativo de que, de fato, estava ocorrendo peroxidação lipídica nos 

neurônios expostos a hipóxia neonatal (Figura 33).  
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Figura 33: Análise dos níveis de malondialdeído (MDA) entre neurônios primários do 

córtex de animais Wistar e SHR sem tratamento 
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3.2.6.3 Avaliação dos níveis dos compostos altamente energéticos 

 A fim de verificar se essas alterações na função mitocondrial causadas pela 

hipóxia neonatal refletiram em alterações nos compostos celulares altamente 

energéticos, foram avaliados os níveis de, ATP, piruvato, lactato e da razão 

NAD+/NADH.  

De forma interessante, nossos dados revelaram que os neurônios SHR 

possuem significativamente menos ATP do que os Wistar (Figura 34 A). Porém, 

possuem níveis elevados de piruvato, lactato e NAD+ (Figura 34 B, C e D). Esses 

achados podem estar relacionados a própria exposição à hipóxia, uma vez que 

nessa situação, com a inibição da OXPHOS, gera-se menos ATP. Da mesma forma, 

há um estímulo da glicólise fomentando a formação de piruvato. Ainda, a hipóxia 

impulsiona a conversão de piruvato em lactato, o que regenera NAD+ 

proporcionando substrato para que a glicólise continue a funcionar (Fuhrmann e 

Brune, 2017). Nesse sentido, os neurônios primários do córtex de animais SHR 

apresentaram um aumento do metabolismo basal glicolítico (Figura 34 A, B, C e D). 
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Figura 34: Análise dos níveis de compostos de alta energia entre neurônios 

primários do córtex de animais Wistar e SHR sem tratamento 
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grupo controle (Wistar). Análise estatística foi feita por teste t de student. Foi considerado 
estatisticamente significante, p<0.05. ***p<0.0001 e ****P<0.00001, em relação ao respectivo 
grupo controle Wistar.  
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3.2.6.4 Investigação do metabolismo mitocondrial – PCR em tempo real  

 A situação de hipóxia neonatal nos neurônios SHR causa uma disfunção 

mitocondrial que induz a peroxidação lipídica e reduz os níveis de ATP. Esses 

fatores podem reduzir a viabilidade das células. Porém, vemos que, vemos que há 

mais produção de piruvato, lactato e NAD+, sugerindo um aumento na glicólise.  

 Nesse sentido, fomos avaliar os genes que fazem parte da via da biogênese 

mitocondrial (Pgc1α, Nrf1, Tfam e Tom20) para verificar se esses neurônios, assim 

como nos astrócitos, possuem mais mitocôndrias. Avaliamos, ainda, a expressão de 

genes relacionados à dinâmica das mitocôndrias, para verificar se a hipóxia neonatal 

era capaz causar alterações nessas vias, especificamente analisamos a expressão 

de Drp1 e Fis1 para a via da fissão mitocondrial e o Mfn2 para a via da fusão 

mitocondrial. Por último, verificamos a expressão de Nfe2l2, gene relacionado com 

ambos os processos de biogênese e mecanismos antioxidantes, para verificar se a 

hipóxia também alterava esse parâmetro.   

 Podemos observar que os neurônios submetidos a hipóxia neonatal (SHR) 

tem a expressão significativamente elevada de todos os genes que atuam na via da 

biogênese mitocondrial em comparação com os neurônios controle (Wistar) (Figura 

35 A, B, C e D). Esse dado reforça o resultado observado nas análises do MMP, em 

que supomos que esses neurônios poderiam ter mais mitocôndrias e que, por isso, o 

sinal do TMRE estaria mais alto. Não obstante, esse aumento do número de 

organelas poderia ser outro mecanismo compensatório contra a adaptação induzida 

pela hipóxia. 

 Quando analisamos a expressão dos genes relacionados com a fissão e 

fusão mitocondrial, vemos que nos neurônios SHR a fissão das mitocôndrias é 

estimulada, pois notamos um aumento significativo da expressão do Fis1 e Drp1 

(Figura 35 E e F). No que diz respeito à fusão, não foram observadas alterações 

significativas (Figura 35 G). Nesse sentido, a fissão mitocondrial poderia ser outro 

mecanismo pelo qual os neurônios SHR lidam com as disfunções mitocôndrias 

causadas pela hipóxia, mesmo porque, a fissão é um processo que favorece a 

reciclagem das mitocôndrias disfuncionais. 

Verificamos que a expressão do Nfe2l2 também se encontrava 

significantemente elevada nos neurônios SHR (Figura 35 H); apesar do elevado 

nível de ROS nesses neurônios. Todos esses achados reforçam a ideia apresentada 

em E Silva et al., 2019, em que esses animais, por terem passado por uma situação 
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de hipóxia, possuem mecanismos de compensação, ou um pré-condicionamento 

favorecendo sua viabilidade. 
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Figura 35: Expressão dos genes relacionados a biogênese e dinâmica mitocondrial 

entre neurônios primários do córtex de animais Wistar e SHR sem tratamento 
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3.2.7 Investigação do metabolismo mitocondrial em animais controle (Wistar) 

e SHR após a hipóxia química e modulação das SIRTs – estudo funcional 

 No caso dessa seção demonstraremos os resultados encontrados nas 

análises realizadas entre os neurônios primários do córtex de animais Wistar e SHR 

expostos a hipóxia química e submetidos ao tratamento prévio com os moduladores 

de SIRTs. Nesse caso, as comparações serão feitas em relação aos respectivos 

grupos Wistar e SHR sem tratamento (Untreated).  

 

3.2.7.1 Homeostase de Ca2+ 

 Quando analisamos os dados após a exposição à hipóxia química moderada 

(800 µM) e intensa (2 mM), vemos que há uma redução significativa da retenção de 

Ca2+ pelas mitocôndrias em ambos os tipos de neurônios (Figura 36 A e B) em 

relação aos respectivos grupos sem tratamento. Ainda, observa-se que na situação 

de hipóxia intensa, as mitocôndrias SHR captam menos o íon em relação ao grupo 

controle (Wistar) (Figura 36 B).  

No entanto, quando os neurônios foram previamente tratados com os 

moduladores de SIRTs, vemos que no grupo controle (Wistar) o Rsv causa reduz a 

captação de Ca2+ pelas mitocôndrias em relação ao grupo sem tratamento e ao 

grupo exposto somente a hipóxia. No caso, os tratamentos com o NAM e Sir não 

causam nenhum efeito (Figura 36 A). Entretanto, no caso dos SHR, o tratamento 

prévio com os moduladores fez as mitocôndrias captarem mais o Ca2+ de forma 

significativa em relação ao grupo exposto somente a hipóxia, sendo que o efeito foi 

mais bem observado com o tratamento prévio com Sir (Figura 36 A).  

 Quando os neurônios Wistar foram previamente tratados com os moduladores 

e expostos a hipóxia intensa (2 mM) vemos o mesmo resultado observado com a 

hipóxia moderada, menos retenção após o tratamento com Rsv e, nenhuma 

alteração com o tratamento com NAM e Sir (Figura 36 B). Ainda, o mesmo 

parâmetro se repetiu no caso dos neurônios SHR na mesma condição, novamente 

todos os moduladores aumentaram de forma significativa a retenção de Ca2+ pelas 

mitocôndrias, porém, nesse caso, o tratamento com Rsv e Sir causaram o melhor 

efeito (Figura 36 B). Esses resultados nos mostram que, para os neurônios SHR, o 

tratamento com os moduladores melhora a capacidade de retenção do Ca2+ que 

havia sido prejudicada pela hipóxia. 
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Figura 36: Liberação de cálcio mitocondrial em neurônios primários do córtex de 

animais Wistar e SHR 
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3.2.7.2 Potencial de membrana mitocondrial 

 Como vimos que a situação e hipóxia moderada ou intensa causava uma 

alteração na capacidade de retenção mitocondrial do Ca2+, fomos avaliar o potencial 

de membrana mitocondrial (MMP). Os resultados demonstraram que em ambas as 

situações de hipóxia e em ambos os neurônios analisados (Wistar e SHR) houve 

uma despolarização significante do MMP (Figura 37 A e B). Após o tratamento 

prévio com os moduladores, vemos que nos neurônios controle (Wistar) nenhum 

deles conseguiu restabelecer a despolarização do MMP causada pela hipóxia 

moderada (Figura 37 A). Pelo contrário, causaram uma despolarização 

significativamente maior quando comparados com o grupo exposto somente à 

hipóxia. Entretanto, no caso dos neurônios SHR, vemos que o NAM e o Rsv 

protegem as células da despolarização causada pela situação de hipóxia moderada, 

enquanto o tratamento com Sir não causa nenhum efeito (Figura 37 A).  

 Quando ambos os neurônios (Wistar e SHR) foram previamente tratados e 

expostos a hipóxia intensa, nenhum dos moduladores foi capaz de restabelecer o 

MMP, permanecendo assim a despolarização causada pela própria hipóxia intensa 

(Figura 37 B). Esses dados demonstram a capacidade dos moduladores NAM e Rsv 

de proteger os neurônios submetidos à hipóxia neonatal da despolarização 

mitocondrial causada pela hipóxia química. 
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Figura 37: Despolarização da membrana mitocondrial dos astrócitos primários do 

córtex de animais Wistar e SHR 
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3.2.7.3 Níveis de ROS gerais 

 Quando vimos que na situação sem tratamento nos neurônios SHR os níveis 

de DCF eram maiores em comparação com o grupo Wistar (Figura 32 C), fomos 

investigar se a hipóxia química causava esse efeito. Como esperávamos, ambas as 

situações de hipóxia aumentam os níveis de ROS gerais nos neurônios Wistar e 

SHR significantemente em comparação aos respectivos grupos sem tratamento 

(Figura 38 A e B). Verifica-se ainda que o efeito da hipóxia química nos neurônios 

SHR é maior e mais potente na situação de hipóxia química intensa (2 mM) (Figura 

38 B). Surpreendentemente, nos casos em que os neurônios foram submetidos a 

hipóxia química moderada ou intensa, o tratamento prévio com os moduladores de 

SIRTs causou um efeito antioxidante, reduzindo significantemente os níveis de ROS 

gerais nos neurônios Wistar e SHR (Figura 38 A e B). Nesse caso, os moduladores 

exercem um efeito protetor contra o aumento dos níveis de ROS gerais 

impulsionado pela hipóxia química. 
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Figura 38: Avaliação dos níveis de ROS gerais e efeito antioxidante dos neurônios 

primários do córtex de animais Wistar e SHR 
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CoCl2 (800 μM e 2 mM), por 24 horas. (A) gráfico de barras representativo das análises após 
hipóxia moderada e modulação de SIRTs, e (B) gráfico de barras representativo das análises após 
hipóxia intensa e modulação de SIRTs (N = 3, em duplicatas). Dados representados em média ± 
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Análise estatística foi feita por One-Way ANOVA seguido do teste post-hoc de Tukey. Foi 
considerado estatisticamente significante, p<0.05. *0<0.01 e ****p<0.00001 em relação ao 
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3.2.7.4 Níveis de superóxido mitocondrial 

 Após verificarmos os níveis de ROS gerais, fomos investigar o quanto as 

mitocôndrias estavam gerando superóxido. Quando os neurônios Wistar e SHR 

foram submetidos a condição de hipóxia química moderada (800 µM) ou intensa (2 

mM), vemos que há um aumento significante da geração de superóxido mitocondrial 

(Figura 39 A e B). Novamente o efeito da hipóxia nos SHR foi significativamente 

maior do que nos Wistar.  

 Curiosamente, nessa análise também vemos um efeito antioxidante dos 

moduladores de SIRTs, porém de uma forma diferente. Quando os neurônios Wistar 

foram previamente tratados com os moduladores de SIRTs e expostos a hipóxia 

moderada (800 µM) vemos que o NAM e Rsv reduzem a geração de superóxido 

quando comparados com o grupo sem tratamento e exposto somente a hipóxia. No 

caso do tratamento com Sir, o resultado foi significativo apenas em relação ao grupo 

exposto somente a hipóxia (Figura 39 A). O mesmo aconteceu nos neurônios SHR 

previamente tratados, todos os moduladores reduzem de forma significante os níveis 

de superóxido em relação ao grupo exposto somente a hipóxia moderada (Figura 39 

A). Já no caso da exposição à hipóxia intensa, todos os moduladores protegem 

significativamente os neurônios Wistar da geração de superóxido em relação ao 

grupo exposto somente à hipóxia. Nesse caso, o Sir exerce o melhor efeito (Figura 

39 B). No caso dos SHR vemos, também, que o tratamento prévio com todos os 

moduladores de SIRTs previnem a geração de superóxido impulsionado pela hipóxia 

química intensa (Figura 39 B). Os dados mostram, novamente, que há um potencial 

efeito antioxidante relacionado aos moduladores de SIRTs. 
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Figura 39: Níveis de superóxido e efeito antioxidante em neurônios primários do 

córtex de animais Wistar e SHR 
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Legenda: As células foram tratadas com NAM (50 μM), Rsv (0.5 μM) e Sir (5 μM) por 48 horas, e 
CoCl2 (800 μM e 2 mM), por 24 horas. (A) gráfico de barras representativo das análises após 
hipóxia moderada e modulação de SIRTs, e (B) gráfico de barras representativo das análises após 
hipóxia intensa e modulação de SIRTs (N = 3, em duplicatas). Dados representados em média ± 
desvio padrão e em porcentagem em relação ao respectivo grupo sem tratamento (Untreated). 
Análise estatística foi feita por One-Way ANOVA seguido do teste post-hoc de Tukey. Foi 
considerado estatisticamente significante, p<0.05.  *p<0.01, **p<0.001, ***p<0.0001 e 
****p<0.00001, em relação ao respectivo grupo sem tratamento (Wistar ou SHR); ••••p<0.00001, 
em relação aos grupos expostos a hipoxia (800 μM ou 2 mM); °°p<0.001 e °°°°p<0.00001, em 
relação ao grupo Wistar de mesmo tratamento. 
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3.2.7.5 Avaliação da peroxidação lipídica 

 Como vimos que os níveis de MDA estavam elevados nos neurônios SHR 

sem tratamento em comparação os Wistar (Figura 33) e que a hipóxia química 

aumenta os níveis de ROS e superóxido, verificamos os níveis de MDA após a 

exposição a hipóxia química e tratamento com os moduladores. Inesperadamente, 

quando os neurônios Wistar foram submetidos às condições de hipóxia, os níveis de 

MDA não se alteraram. Já no caso dos SHR, houve uma redução significativa na 

quantidade de MDA em ambas as situações de hipóxia química (Figura 40 A e B).  

 Surpreendentemente, quando os neurônios controle (Wistar) e SHR foram 

previamente tratados com os moduladores de SIRTs e expostos a hipóxia moderada 

(800 µM), houve uma diminuição significativa do MDA em relação ao grupo sem 

tratamento e o grupo exposto à hipóxia (Figura 40 A). Aqui o efeito nos neurônios 

Wistar foi significativamente melhor do que nos SHR. Da mesma forma, quando os 

neurônios (Wistar e SHR) foram submetidos aos tratamentos e expostos a hipóxia 

intensa (2 mM) os níveis de MDA também ficaram significativamente menores 

(Figura 40 B).  

 Os dados sugerem que há uma redução da peroxidação lipídica sobre hipóxia 

química, e que, ainda, há uma prevenção quando os neurônios são previamente 

tratados com os moduladores de SIRTs. Ou seja, com menos ROS e superóxido, há 

menos estresse oxidativo e consequentemente menos peroxidação dos lipídeos. 
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Figura 40: Níveis de MDA em neurônios primários do córtex de animais Wistar e 

SHR 
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Legenda: As células foram tratadas com NAM (50 μM), Rsv (0.5 μM) e Sir (5 μM) por 48 horas, e 
CoCl2 (800 μM e 2 mM), por 24 horas. (A) gráfico de barras representativo das análises após 
hipóxia moderada e modulação de SIRTs, e (B) gráfico de barras representativo das análises após 
hipóxia intensa e modulação de SIRTs (N = 3, em duplicatas). Dados representados em 
MDA/nmol/ml/mg de proteínas e em média ± desvio padrão e em porcentagem em relação ao 
respectivo grupo sem tratamento (Untreated). Análise estatística foi feita por One-Way ANOVA 
seguido do teste post-hoc de Tukey. Foi considerado estatisticamente significante, p<0.05. 
****p<0.00001, em relação ao respectivo grupo sem tratamento (Wistar ou SHR); •p<0.01, 
••p<0.001 e ••••p<0.00001, em relação aos grupos expostos a hipoxia (800 μM ou 2 mM); 
°°°p<0.0001 e °°°°p<0.00001, em relação ao grupo Wistar de mesmo tratamento. 
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3.2.7.6 Avaliação dos compostos altamente energéticos 

 Até aqui observamos diversas alterações na função mitocondrial causadas 

pelas situações de hipóxia química. Vimos ainda, que sem nenhum tratamento os 

neurônios primários do córtex de animais SHR também manifestam essas 

disfunções mitocondriais. Essas disfunções levam o neurônio SHR a produzirem 

menos ATP e a elevarem os níveis de piruvato, lactato e NAD+ (Figura 34 A, B, C e 

D). Portanto, investigamos os níveis desses compostos nos neurônios controle 

(Wistar) e SHR após a hipóxia química moderada e intensa, bem como após o 

tratamento com os moduladores de SIRTs.  

 Os nossos dados mostram que há uma redução significativa da produção de 

ATP quando os neurônios Wistar e SHR são expostos a condição de hipóxia 

química moderada e intensa. Importante frisar que, no caso dos SHR, há uma menor 

redução da produção do ATP quando comparado com os Wistar expostos a hipóxia 

(Figura 41 A e B). Quando realizamos o tratamento prévio com os moduladores de 

SIRTs e expomos as células controle (Wistar) a hipóxia moderada, vemos que o Rsv 

e o Sir aumentam de forma significativa a capacidade de produção do ATP em 

comparação com o grupo exposto somente a hipóxia moderada (Figura 41 A). Mas o 

NAM não exerce esse efeito. Curiosamente, o tratamento com o NAM nos neurônios 

SHR aumenta significantemente a capacidade de produção de ATP das células em 

relação ao grupo exposto somente à hipóxia, enquanto o Rsv e o Sir não causam 

nenhum efeito (Figura 41 A). Entretanto, é importante mencionar, que os níveis de 

ATP nos neurônios SHR em todos os casos é maior do que nos Wistar. 

 Já no caso da hipóxia intensa, nos neurônios Wistar previamente tratados, 

todos os compostos favorecem a produção de ATP nas células de forma significativa 

em comparação com o grupo exposto somente a hipóxia (Figura 41 B). Enquanto 

nos SHR, os níveis de ATP permanecem iguais em relação às células expostas 

somente à hipóxia. Novamente, é importante mencionar que, em todos os casos, os 

níveis de ATP são maiores nos SHR (Figura 41 B). Isso demonstra uma potencial 

capacidade dos moduladores de aumentar a capacidade de produção de ATP nas 

células sob hipóxia, um efeito protetor. Além disso, demonstra que os neurônios 

SHR resistem mais às quedas de ATP provocadas pela hipóxia, do que os Wistar. 

 Quando analisamos os níveis de piruvato, vemos que sob hipóxia química, 

ambos os neurônios aumentam de forma significante a produção desse composto 

energético. Curiosamente, os Wistar produzem significativamente mais piruvato que 
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os SHR (Figura 42 A e B). Quando as células foram previamente tratadas com os 

moduladores de SIRTs e expostas a hipóxia moderada (800 µM), vemos que em 

todos os casos se tem um aumento significativo da produção de piruvato em relação 

ao grupo sem tratamento e exposto somente à hipóxia. E ainda, vemos que nos 

Wistar, essa produção é significantemente maior do que nos SHR (Figura 42 A). Já 

no caso da exposição da hipóxia intensa (2 mM), vemos, também, que todos os 

moduladores aumentam de forma significante a produção do piruvato em relação ao 

grupo sem tratamento e exposto à hipóxia. Nesse caso, o Rsv aumenta 

significativamente mais a produção de piruvato nos SHR em relação aos Wistar na 

mesma condição (Figura 42 B).  

 Esses dados sugerem que a indução de uma via metabólica compensatória 

contra a hipóxia, a glicólise, aumenta a capacidade das células em formar piruvato, e 

consequentemente, os níveis de ATP. Para que isso acontecesse, o piruvato deveria 

ser convertido em lactato, regenerando NAD+, que serviria de substrato para a 

glicólise, fomentando a produção de ATP. Como esperado, observamos um 

aumento significativo da produção de lactato nos neurônios Wistar e SHR após a 

indução da hipóxia química moderada e intensa em comparação ao grupo sem 

tratamento (Figura 43 A e B). Todos nossos moduladores também aumentaram a 

capacidade dos neurônios em produzir lactato em comparação com ambas as 

situações de hipóxia. Vale dizer que na hipóxia moderada, os neurônios Wistar 

produzem significantemente mais lactato que os SHR. Na hipóxia intensa, o NAM e 

o Sir exercem o mesmo efeito, entretanto, o Rsv nos SHR faz com esses neurônios 

produzam mais lactato (Figura 43 A e B). 

 Esses dados podem reforçar a hipótese de que a hipóxia impulsiona a LDH e 

inibe a PK (Fuhrmann e Brune, 2017), assim vemos o aumento do nível de piruvato 

e, ainda, mais conversão do piruvato para lactato. Nesse caso, também observamos 

mais NAD+ sendo formado. Assim, vemos que há, de fato, uma quantidade 

significativamente maior de NAD+ nos neurônios Wistar, mas não nos SHR, quando 

expostos a hipóxia química moderada (Figura 44 A). Ainda, não vemos alterações 

nos neurônios controle (Wistar) quando foi realizado o tratamento prévio com os 

moduladores NAM e Rsv, mas há um aumento de NADH significativamente maior do 

que o grupo sem tratamento e exposto somente a hipóxia quando foi realizado o 

tratamento prévio com Sir (Figura 44 A). No caso dos SHR previamente tratados e 

expostos a hipóxia moderada, todos os moduladores aumentam significantemente 
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os níveis de NADH, em relação aos grupos sem tratamento e expostos somente a 

hipóxia moderada (Figura 44 A). 

 Quando analisamos o caso da hipóxia intensa, vemos que não houve 

alterações nos neurônios Wistar, mas há um aumento significativo de NADH nos 

neurônios SHR (Figura 44 B). Já o tratamento prévio com o modulador Sir aumenta 

os níveis de NADH nos neurônios Wistar em comparação com o grupo sem 

tratamento, mas no tratamento com NAM e Rsv, não houve alterações. No caso dos 

SHR, todos os moduladores aumentam os níveis de NADH em relação ao grupo 

sem tratamento, porém, os níveis ficam similares aos das células expostas somente 

a hipóxia intensa (2 mM) (Figura 44 B). Os dados não nos mostraram o aumento de 

NAD+ que esperávamos em todos os casos, entretanto, devemos lembrar que esses 

substratos são altamente requisitados em diversas vias metabólicas e, a redução de 

NAD+ para NADH é rápida. 
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Figura 41: Análise dos níveis de ATP em neurônios primários do córtex de animais 

Wistar e SHR 
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Análise estatística foi feita por One-Way ANOVA seguido do teste post-hoc de Tukey. Foi 
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Figura 42: Análise dos níveis de piruvato em neurônios primários do córtex de 

animais Wistar e SHR 
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Figura 43: Análise dos níveis de lactato em neurônios primários do córtex de 

animais Wistar e SHR 
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Figura 44: Análise da razão NAD+/NADH em neurônios primários do córtex de 

animais Wistar e SHR 
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Análise estatística foi feita por One-Way ANOVA seguido do teste post-hoc de Tukey. Foi 
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3.2.7.7 Investigação do metabolismo mitocondrial – PCR em tempo real 

 Da mesma forma que os experimentos os astrócitos, após verificarmos as 

disfunções mitocondriais e nos compostos de alta energia, analisamos os genes 

envolvidos no processo de biogênese (Pgc1α, Nrf1, Tfam e Tom20), fissão e fusão 

mitocondrial (Drp1, Fis 1 e Mfn2), bem como do gene responsável pelas defesas 

antioxidantes (Nfe2l2). Assim poderíamos entender se o tratamento com os 

moduladores afetaria a expressão desses genes e, de alguma forma, protegeria os 

neurônios Wistar e SHR dos efeitos nocivos da hipóxia.  

 Os resultados demonstraram que tanto a hipóxia química moderada quanto a 

intensa aumentam significativamente a expressão do Pgc1α em comparação ao 

grupo sem tratamento. O efeito é ainda maior nos neurônios Wistar quando 

comparado com o grupo SHR na mesma condição (Figura 45 A e B). Quando as 

células controle (Wistar) foram previamente tratadas com os moduladores e 

expostas a hipóxia química moderada, vemos que a expressão do Pgc1α continua 

significativamente elevada em comparação com o grupo sem tratamento, porém há 

uma redução em relação ao grupo exposto somente a hipóxia quando as células 

foram tratadas com os moduladores Rsv e Sir (Figura 45 A).  

 Surpreendentemente, no caso dos neurônios SHR, há uma redução 

significativa da expressão do Pgc1α em relação ao grupo sem tratamento e ao grupo 

exposto à hipóxia química moderada após o tratamento com NAM e uma redução 

significante da expressão do fator após o tratamento com Rsv e Sir, só que em 

relação ao grupo exposto somente a hipóxia (Figura 45 A). Vale dizer que o 

tratamento com Rsv fez com que a expressão do Pgc1α voltasse a níveis basais.  

 No caso da hipóxia intensa, os tratamentos com os moduladores de SIRTs 

nos neurônios controle (Wistar) reduz de forma significante a expressão do Pgc1α 

em relação ao grupo exposto somente a hipóxia, porém a expressão continua 

elevada em comparação ao grupo sem tratamento (Figura 45 B). Os neurônios SHR 

na mesma condição de hipóxia, com o tratamento prévio com os moduladores 

também apresentam uma redução significante da expressão do Pgc1α em relação 

ao grupo exposto somente a hipóxia, porém, no caso do NAM e Rsv, a expressão 

permanece elevada em relação ao grupo sem tratamento (Figura 45 B). Os dados 

sugerem que a hipóxia química estimula, enquanto os moduladores suprimem o 

gene regulador da via da biogênese mitocondrial.  
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 Quando analisamos a expressão do gene Nrf1, que é estimulado pelo Pgc1α, 

e participa do processo de biogênese na criação de componentes nucleares da 

cadeia respiratório mitocondrial, vemos que nas condições de hipóxia química ou 

intensa, tanto nos neurônios Wistar, quanto nos SHR, há um aumento significativo 

de sua expressão (Figura 46 A e B). O que, de fato, poderia ser um estímulo 

impulsionado pelo Pgc1α. E, ainda, quando as células Wistar foram previamente 

tratadas com os moduladores e expostas a hipóxia moderada, vemos que há um 

aumento significante da expressão o fator em relação ao grupo exposto somente a 

hipóxia e sem tratamento, em todos os casos, o que também condiz com o resultado 

observado na análise do Pgc1α (Figura 46 A).  

 No caso dos neurônios SHR, vemos uma redução significativa da expressão 

do Nrf1 com o tratamento com NAM, em relação ao grupo exposto somente à 

hipóxia, ficando bem perto dos níveis basais. Um aumento da expressão em relação 

ao grupo sem tratamento com Rsv, sendo similar a ao grupo exposto somente a 

hipóxia e, também, um aumento significante da expressão do Nrf1 em relação ao 

grupo exposto somente a hipóxia moderada e ao grupo sem tratamento, quando as 

células são tratadas com Sir (Figura 46 A). Esses resultados também condizem com 

as análises do Pgc1α (Figura 45 A).  

 Já na exposição a hipóxia intensa, novamente, todos os moduladores de 

SIRTs, favorecem de forma significativa a expressão de Nrf1 nos neurônios Wistar e 

SHR em relação ao grupo sem tratamento e exposto somente a hipóxia (Figura 46 

B). Nesse caso, o tratamento com os moduladores nos neurônios Wistar exerce o 

melhor efeito. Os dados observados até agora indicam que, de fato, parece haver 

um estímulo da biogênese durante a hipóxia química e após o tratamento prévio 

com os moduladores. 

 Como observamos essas alterações, fomos investigar a expressão do fator 

subsequente da via, o Tfam que participa do processo de replicação do mtDNA na 

biogênese mitocondrial e é estimulado pelo Nrf1. Curiosamente, a expressão desse 

fator é significativamente reduzida quando as células (Wistar e SHR) são 

submetidas a hipóxia química moderada ou intensa em relação ao grupo sem 

tratamento (Figura 47 A e B). Ainda, quando os neurônios são submetidos ao 

tratamento prévio com os moduladores, em todos os casos a expressão do Tfam é 

significativamente reduzida em relação ao grupo sem tratamento e exposto à hipóxia 

moderada e intensa, sendo o efeito mais expressivo na situação severa de hipóxia e 
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nos neurônios SHR (Figura 47 A e B). Esse resultado demonstra que apesar do 

estímulo da via da biogênese mitocondrial pelo Pgc e Nrf1 o mecanismo de 

replicação do mtDNA, essencial para a criação de novas organelas, não é 

estimulado.  

Todavia, para verificar se de fato, estava-se criando novas mitocôndrias nos 

neurônios Wistar e SHR, verificamos a expressão do Tom20, que é usado 

frequentemente como um marcador de quantidade de mitocôndrias. Nesse caso, 

observamos um resultado muito similar ao caso do Tfam; em ambas as situações de 

hipóxia, nos dois grupos (Wistar e SHR), houve uma redução significativa da 

expressão do Tom20 em relação aos respectivos grupos sem tratamento (Figura 48 

A e B). E, ainda, o tratamento com todos os moduladores diminuem 

significativamente a expressão desse gene (Figura 48 A e B). Os resultados são 

contraditórios e indicam que, nos neurônios primários do córtex dos animais Wistar e 

SHR, a via da biogênese mitocondrial não estava sendo concluída. Estranhamente, 

nos neurônios submetidos a hipóxia neonatal (SHR) quando comparados com os 

Wistar apresentavam um estímulo da biogênese mitocondrial (Figura 34), por isso 

esperávamos que a hipóxia química causasse o mesmo efeito, mas não foi o 

ocorrido.  

 Uma maneira de explicar essas alterações seria através da análise da 

dinâmica mitocondrial, especificamente da fissão e fusão das mitocôndrias. Então, 

ao analisarmos o gene Fis1 vemos que há um aumento significante de sua 

expressão em relação ao grupo sem tratamento, após a indução da hipóxia química 

moderada ou intensa nos neurônios controle (Figura 49 A e B). Nos SHR a hipóxia 

moderada ou intensa causa diminui de forma significativa a expressão desse fator 

(Figura 49 A e B). No mesmo sentido, quando as células (Wistar e SHR) foram 

previamente tratadas com os moduladores, vemos que em todos os casos há uma 

significante redução da expressão do Fis1 em comparação ao grupo exposto 

somente a hipóxia e, em alguns casos, ao grupo sem tratamento (Figura 49 A e B).  

 Para termos certeza de que a via da fissão está aumentada nos Wistar e 

desregulada nos SHR após a hipóxia química e de que os moduladores, de fato, 

reduzem essa via, analisamos a expressão do Drp1. Novamente vemos que há uma 

redução da expressão do Drp1 de forma significante tanto nos Wistar e nos SHR em 

relação ao grupo sem tratamento quando expostos a hipóxia moderada ou intensa, 

sendo é bem expressivo nos neurônios SHR e ainda mais na hipóxia intensa (Figura 
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49 C e D). Nessa análise, também, vemos que todos os moduladores reduzem de 

forma significante a expressão desse fator. No caso da hipóxia moderada e intensa 

nos neurônios Wistar e SHR, observamos uma diminuição significativa em relação 

ao grupo sem tratamento e exposto somente a hipóxia (Figura 49 C). Na hipóxia 

intensa vemos o mesmo padrão nos Wistar e uma redução significante nos 

neurônios SHR tratados previamente com o NAM e Sir (Figura 49 D).  

 Vimos anteriormente que os neurônios SHR expressam mais esses fatores 

em comparação com neurônios Wistar sem tratamento, indicando uma regulação 

entre criação de novas mitocôndrias e fissão das mesmas, um possível mecanismo 

de compensação contra a hipóxia neonatal. Assim, podemos concluir que, de fato, 

as situações de hipóxia favorecem a fissão mitocondrial nos neurônios controle, 

talvez numa tentativa de favorecer a via da mitofagia reciclando as organelas 

defeituosas evitando a indução de apoptose. E desregula essa capacidade nos 

SHR, o que pode desfavorecer-los a longo prazo.  

 Quando analisamos a fusão mitocondrial, um mecanismo associado ao 

aumento da capacidade metabólica das células e, consequentemente, da viabilidade 

celular, através da expressão do Mfn2, vemos que há uma diminuição significante 

quando os neurônios Wistar e SHR são expostos a hipóxia química moderada ou 

intensa (Figura 50 A e B). Porém, surpreendentemente o tratamento prévio com os 

moduladores aumenta expressivamente e significantemente a expressão de Mfn2 

tanto nos neurônios Wistar, quanto nos SHR expostos a hipóxia química moderada 

ou intensa (Figura 50 A e B). Esse dado sugere um potencial mecanismo 

compensatório impulsionado pela modificação epigenética dos moduladores de 

SIRTs proporcionando a fusão mitocondrial numa tentativa de se ajustar às 

demandas energéticas nos períodos de crise metabólica, como no caso da hipóxia 

química.  

 Até então sabemos que a hipóxia química causa uma disfunção mitocondrial 

tanto nos neurônios Wistar, quanto nos SHR, e parece desregular a capacidade 

energética de ambos. Essas alterações modificam a expressão de uma série de 

genes, como vimos, ligados a biogênese, metabolismo e dinâmica mitocondrial. A 

modificação epigenética causada pelos moduladores parece amenizar os efeitos da 

hipóxia, aperfeiçoando mecanismos de compensação, impulsionando a glicólise, 

criando componentes dos complexos mitocondriais e aumentando a capacidade de 

fusão mitocondrial, além de exercerem um efeito antioxidante que, certamente, atua 
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sobre melhorando a viabilidade das células. Para entender se os efeitos 

antioxidantes observados estavam ligados com algum estímulo epigenético, 

analisamos a expressão do Nfe2l2.  

 Nesse caso, vemos que na situação de hipóxia moderada ou intensa nos 

neurônios controle (Wistar) há um aumento significante da expressão desse fator, 

enquanto nos neurônios SHR, há uma redução em comparação com os respectivos 

grupos sem tratamento (Figura 51 A e B). Esse dado revela que, de fato, há uma 

desregulação da capacidade compensatória dos neurônios SHR, o que se relaciona 

aos dados observados nas análises de ROS e superóxido, pois apresentavam 

maiores níveis dos dois em relação ao grupo Wistar na mesma condição (Figura 38 

e 39). Contudo, quando os neurônios de ambos os grupos foram previamente 

tratados com os moduladores de SIRTs, vemos um significativo aumento da 

expressão do Nfe2l2 em relação ao grupo sem tratamento e exposto somente a 

hipóxia (Figura 51 A e B). Importante mencionar, que os efeitos foram 

expressivamente maiores nos neurônios controle. Aqui, mais uma vez, os dados 

demonstram que o tratamento prévio com os moduladores pode proteger as células 

do estresse oxidativo causado pela hipóxia. 
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Figura 45: Alterações na expressão do gene Pgc1α nos neurônios primários do 

córtex de animais Wistar e SHR 
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hipóxia moderada e modulação de SIRTs, e (B) gráfico de barras representativo das análises após 
hipóxia intensa e modulação de SIRTs (N = 3, em duplicatas). Dados representados em média ± 
desvio padrão e em porcentagem em relação ao respectivo grupo sem tratamento (Untreated). 
Análise estatística foi feita por One-Way ANOVA seguido do teste post-hoc de Tukey e teste t de 
student quando necessário. Foi considerado estatisticamente significante p<0.05. t**p<0.001, 
**p<0.001, ***p<0.0001 e ****p<0.0001 em relação ao respectivo grupo sem tratamento (Wistar ou 
SHR); •p<0.01, ••p<0.001, •••p<0.0001 e ••••p<0.00001 em relação aos grupos expostos apenas a 
hipóxia (800 µM ou 2 mM). °p<0.01, °°p<0.001 e °°°°p<0.00001 em relação ao grupo Wistar de 
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Figura 46: Alterações na expressão do gene Nrf1 nos neurônios primários do córtex 

de animais Wistar e SHR 
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CoCl2 (800 μM e 2 mM), por 24 horas. (A) gráfico de barras representativo das análises após 
hipóxia moderada e modulação de SIRTs, e (B) gráfico de barras representativo das análises após 
hipóxia intensa e modulação de SIRTs (N = 3, em duplicatas). Dados representados em média ± 
desvio padrão e em porcentagem em relação ao respectivo grupo sem tratamento (Untreated). 
Análise estatística foi feita por One-Way ANOVA seguido do teste post-hoc de Tukey e teste t de 
student quando necessário. Foi considerado estatisticamente significante p<0.05. t**p<0.001, 
**p<0.001, ***p<0.0001 e ****p<0.0001 em relação ao respectivo grupo sem tratamento (Wistar ou 
SHR); •p<0.01, ••p<0.001, •••p<0.0001 e ••••p<0.00001 em relação aos grupos expostos apenas a 
hipóxia (800 µM ou 2 mM). °p<0.01, °°p<0.001 e °°°°p<0.00001 em relação ao grupo Wistar de 
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Figura 47: Alterações na expressão do gene Tfam nos neurônios primários do 

córtex de animais Wistar e SHR 
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Legenda: As células foram tratadas com NAM (50 μM), Rsv (0.5 μM) e Sir (5 μM) por 48 horas, e 
CoCl2 (800 μM e 2 mM), por 24 horas. (A) gráfico de barras representativo das análises após 
hipóxia moderada e modulação de SIRTs, e (B) gráfico de barras representativo das análises após 
hipóxia intensa e modulação de SIRTs (N = 3, em duplicatas). Dados representados em média ± 
desvio padrão e em porcentagem em relação ao respectivo grupo sem tratamento (Untreated). 
Análise estatística foi feita por One-Way ANOVA seguido do teste post-hoc de Tukey e teste t de 
student quando necessário. Foi considerado estatisticamente significante p<0.05. t**p<0.001, 
**p<0.001, ***p<0.0001 e ****p<0.0001 em relação ao respectivo grupo sem tratamento (Wistar ou 
SHR); •p<0.01, ••p<0.001, •••p<0.0001 e ••••p<0.00001 em relação aos grupos expostos apenas a 
hipóxia (800 µM ou 2 mM). °p<0.01, °°p<0.001 e °°°°p<0.00001 em relação ao grupo Wistar de 
mesmo tratamento. 
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Figura 48: Alterações na expressão do gene Tom20 nos neurônios primários do 

córtex de animais Wistar e SHR 
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Legenda: As células foram tratadas com NAM (50 μM), Rsv (0.5 μM) e Sir (5 μM) por 48 horas, e 
CoCl2 (800 μM e 2 mM), por 24 horas. (A) gráfico de barras representativo das análises após 
hipóxia moderada e modulação de SIRTs, e (B) gráfico de barras representativo das análises após 
hipóxia intensa e modulação de SIRTs (N = 3, em duplicatas). Dados representados em média ± 
desvio padrão e em porcentagem em relação ao respectivo grupo sem tratamento (Untreated). 
Análise estatística foi feita por One-Way ANOVA seguido do teste post-hoc de Tukey e teste t de 
student quando necessário. Foi considerado estatisticamente significante p<0.05. t**p<0.001, 
**p<0.001, ***p<0.0001 e ****p<0.0001 em relação ao respectivo grupo sem tratamento (Wistar ou 
SHR); •p<0.01, ••p<0.001, •••p<0.0001 e ••••p<0.00001 em relação aos grupos expostos apenas a 
hipóxia (800 µM ou 2 mM); °p<0.01, °°p<0.001 e °°°°p<0.00001 em relação ao grupo Wistar de 
mesmo tratamento. 
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Figura 49: Alterações na expressão dos genes Fis1 e Drp1 nos neurônios primários 

do córtex de animais Wistar e SHR 
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Legenda: As células foram tratadas com NAM (50 μM), Rsv (0.5 μM) e Sir (5 μM) por 48 horas, e 
CoCl2 (800 μM e 2 mM), por 24 horas. (A) gráfico de barras representativo das análises após 
hipóxia moderada e modulação de SIRTs, e (B) gráfico de barras representativo das análises após 
hipóxia intensa e modulação de SIRTs (N = 3, em duplicatas). Dados representados em média ± 
desvio padrão e em porcentagem em relação ao respectivo grupo sem tratamento (Untreated).  
Análise estatística foi feita por One-Way ANOVA seguido do teste post-hoc de Tukey. Foi 
considerado estatisticamente significante p<0.05.  ****p<0.0001 em relação ao respectivo grupo 
sem tratamento (Wistar ou SHR); •p<0.01 e ••••p<0.00001 em relação aos grupos expostos 
apenas a hipóxia (800 µM ou 2 mM). °p<0.01 e °°°°p<0.00001 em relação ao grupo Wistar de 
mesmo tratamento. 
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Figura 50: Alterações na expressão do gene Mfn2 nos neurônios primários do 

córtex de animais Wistar e SHR 
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Legenda: As células foram tratadas com NAM (50 μM), Rsv (0.5 μM) e Sir (5 μM) por 48 horas, e 
CoCl2 (800 μM e 2 mM), por 24 horas. (A) gráfico de barras representativo das análises após 
hipóxia moderada e modulação de SIRTs, e (B) gráfico de barras representativo das análises após 
hipóxia intensa e modulação de SIRTs (N = 3, em duplicatas). Dados representados em média ± 
desvio padrão e em porcentagem em relação ao respectivo grupo sem tratamento (Untreated). 
Análise estatística foi feita por One-Way ANOVA seguido do teste post-hoc de Tukey. Foi 
considerado estatisticamente significante p<0.05. e ****p<0.0001 em relação ao respectivo grupo 
sem tratamento (Wistar ou SHR); ••••p<0.00001 em relação aos grupos expostos apenas a hipóxia 
(800 µM ou 2 mM). °p<0.01 e °°°°p<0.00001 em relação ao grupo Wistar de mesmo tratamento. 
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Figura 51: Alterações na expressão do gene Nfe2l2 nos neurônios primários do 

córtex de animais Wistar e SHR 
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3.2.8 Análise da função neural 

 Para entender como as alterações no metabolismo e dinâmica mitocondrial 

poderiam influenciar na funcionalidade dos neurônios primários do córtex dos 

animais Wistar e SHR, avaliamos os níveis proteicos de sinaptofisina e 

sinaptotagmina, responsáveis pela formação e liberação das vesículas sinápticas, 

respectivamente, e PSD95, uma proteína de ancoragem de vesículas sinápticas. E, 

ainda, analisamos os níveis de semaforina e plexina, integrantes essenciais da via 

de poda neural. A técnica detalhada, bem como a descrição dos anticorpos e suas 

concentrações podem ser observadas na seção 2.8. 

 Em primeiro lugar, investigamos os níveis dessas proteínas entre os 

neurônios Wistar e SHR sem nenhum tratamento, para entender se já havia alguma 

alteração em resposta à hipóxia neonatal. Nesse caso, observa-se que os neurônios 

submetidos à hipóxia neonatal (SHR) possuem níveis significativamente elevados de 

plexina B1 e Semaforina A3 em relação ao grupo Wistar sem tratamento (Figura 52 

A e B), uma possível indicação de que a via de poda neural está ativada. Ainda, 

esses animais apresentam significativamente baixos níveis de sinaptofisina, 

enquanto os níveis de sinaptotagmina estão elevados em relação ao grupo Wistar 

(controle) (Figura 52 C e D).  

 Esses dados parecem sugerir que esses neurônios formam menos vesículas, 

entretanto, as vesículas formadas são mais liberadas na fenda sináptica. De fato, 

vemos que os níveis de PSD95 (Figura 52 E), uma proteína de ancoragem das 

vesículas sinápticas, também se encontra significativamente elevado nos neurônios 

primários do córtex de animais que passaram pela situação de hipóxia intrauterina 

(SHR).   

 Ao observar essas alterações nos neurônios SHR, fomos verificar como a 

hipóxia química intensa (2 mM) ou o tratamento com NAM (50 µM) poderia alterar os 

níveis dessas proteínas nos neurônios Wistar e SHR.  

 Vemos na Figura 53 A, que os níveis de plexina B1 nos neurônios Wistar não 

se altera sob hipóxia química intensa, porém há uma redução significante quando as 

células foram tratadas somente com o modulador NAM em relação ao grupo sem 

tratamento e exposto somente a hipóxia. Ainda, quando os neurônios primários dos 

animais controle (Wistar) foram previamente tratados com NAM e expostos a 

hipóxia, vemos uma redução significativa em relação ao grupo sem tratamento, 

exposto somente a hipóxia e tratado com apenas com NAM (Figura 53 A). Já no 
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caso da semaforina 3A a situação de hipóxia química intensa, o tratamento com o 

NAM e a exposição prévia ao NAM e depois a hipóxia aumenta significantemente os 

níveis de semaforina 3A, mas apenas em relação ao grupo sem tratamento (Figura 

53 B).  

 Já no caso da proteína sinaptofisina, a hipóxia química intensa reduz 

significantemente os níveis protéicos em relação ao grupo sem tratamento. O NAM 

aumenta de forma significativa os níveis de sinaptofisina em relação ao grupo 

exposto apenas a hipóxia e, o tratamento prévio com NAM seguido da exposição a 

hipóxia química intensa, reduz os níveis de sinaptofisina em relação ao grupo sem 

tratamento, exposto somente a hipóxia e exposto somente ao NAM (Figura 53 C).  

 Quando analisamos a sinaptotagmina, vemos que a hipóxia química intensa 

aumenta os níveis dessa proteína significativamente em relação ao grupo controle. 

O mesmo acontece com o tratamento com NAM, porém também em relação ao 

grupo exposto somente a hipóxia. Entretanto, o tratamento com NAM seguido da 

exposição à hipóxia química reduz de forma significativa os níveis de sinaptotagmina 

em relação a todos os grupos (Figura 53 D).   

 Já os resultados da proteína PSD95 demonstram que a hipóxia química 

intensa, reduz de forma significante os níveis da proteína em relação ao grupo sem 

tratamento. Porém, quando as células foram expostas somente ao NAM, vemos que 

há um aumento dos níveis de PSD95 em relação ao grupo sem tratamento e 

exposto somente a situação de hipóxia química intensa. Ainda, quando as células 

foram previamente tratadas com NAM e submetidas à hipóxia química intensa, 

vemos que há um aumento de PSD95 em relação ao grupo sem tratamento, exposto 

somente a hipóxia e tratado somente com NAM (Figura 53 E). 

 Como vimos diversas modificações nos neurônios primários do córtex de 

animais controle (Wistar), fomos verificar o que acontecia nos neurônios SHR nas 

mesmas condições. Nesse caso, vemos que os níveis da proteína plexina B1 

estavam significativamente diminuídos com os neurônios expostos a hipóxia química 

intensa (2 mM). Porém, observa-se um aumento significativo quando as células 

foram tratadas apenas com o modulador NAM (50 µM). Entretanto, com o tratamento 

prévio com NAM e exposição posterior a hipóxia química intensa, vemos que há 

uma redução de forma significativa dos níveis de plexina B1 em comparação com o 

grupo sem tratamento, exposto somente a hipóxia química intensa e tratado apenas 

com NAM (Figura 54 A).  
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 Analisando a proteína semaforina 3A vemos novamente que, a hipóxia 

química intensa reduz significativamente os níveis dessa proteína nos neurônios 

SHR. Aqui, também, quando as células foram tratadas apenas com o NAM, houve 

um aumento significativo em relação ao grupo exposto somente à hipóxia química 

intensa. Já quando os neurônios SHR foram tratados com o modulador NAM e 

expostos a hipóxia química, vemos que há uma redução significativa em relação ao 

grupo sem tratamento, porém um aumento significante em relação ao grupo exposto 

somente à hipóxia. Entretanto, a comparação entre o grupo tratado apenas com o 

NAM, demonstra uma diminuição significativa dos níveis de semaforina 3A (Figura 

54 B).  

 No caso da sinaptofisina, vemos que a situação de hipóxia intensa aumenta 

significantemente os níveis dessa proteína nos neurônios SHR. No caso do 

tratamento com NAM (50 µM) observa-se um aumento significativo em relação ao 

grupo sem tratamento, e uma redução em relação ao grupo exposto somente à 

hipóxia. Quando os neurônios foram previamente tratados, houve uma redução 

significativa em comparação com todos os grupos (Figura 54 C).  

 Quando analisamos a sinaptotagmina, vemos que a hipóxia intensa também 

induz o aumento dos níveis dessa proteína de forma significante. O tratamento com 

NAM, nesse caso, aumenta significantemente os níveis de sinaptotagmina em 

relação ao grupo sem tratamento e exposto somente à hipóxia. Porém, quando 

houve o tratamento prévio com NAM e exposição a hipóxia química intensa, vemos 

uma redução significativa em relação ao grupo exposto somente a hipóxia e exposto 

somente ao NAM. Nesse caso, os níveis da proteína retornam ao basal (Figura 54 

D). 

 Já na análise da proteína PSD95, vemos que a hipóxia intensa reduz 

significantemente os níveis dessa proteína em relação ao grupo sem tratamento. No 

caso do grupo tratado com NAM, temos um aumento significativo em relação ao 

grupo sem tratamento e exposto somente à hipóxia. Porém, quando os neurônios 

foram tratados com NAM e expostos a hipóxia, vemos uma redução significativa dos 

níveis de PSD95 em relação ao grupo tratado somente ao NAM e um aumento em 

relação ao grupo exposto apenas a hipóxia (Figura 54 E). 

 Como podemos ver, tanto nos Wistar, quanto nos SHR, as disfunções 

mitocondriais observadas alteram as funções essenciais dos neurônios primários do 
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córtex. Entretanto, temos muito a discutir sobre os dados e como eles se comportam 

em conjunto. 
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Figura 52: Níveis das proteínas relacionadas a função neural entre neurônios 

primários do córtex de animais Wistar e SHR sem tratamento 
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Legenda: (A) gráfico de barras representativo das análises de Plexina B1. (B) gráfico de barras 
representativo das análises de semaforina 3A. (C) gráfico de barras representativo das análises de 
Sinaptofisina. (D) gráfico de barras representativo das análises de Sinaptotagmina. (E) gráfico de 
barras representativo das análises de PSD95. (F) membranas do western-blot (N = 3, em 
duplicatas). Análise estatística foi realizada por teste t de student. Dados apresentados em média 
± desvio padrão e em porcentagem em relação ao grupo sem tratamento (Untreated). Foi 
considerado estatisticamente significante p<0.05. **p<0.001 e ****p<0.00001 em relação ao grupo 
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Figura 53: Níveis das proteínas relacionadas a função neural em neurônios 

primários do córtex de animais Wistar após o tratamento com NAM e exposição a 

hipóxia intensa 
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Legenda: (A) gráfico de barras representativo das análises de Plexina B1. (B) gráfico de barras 
representativo das análises de Semaforina 3A. (C) gráfico de barras representativo das análises 
de Sinaptofisina. (D) gráfico de barras representativo das análises de Sinaptotagmina. (E) Gráfico 
de barras representativo das análises de PSD95. (F) membranas processadas do western-blot (N 
= 3 e 4). Análise estatística foi realizada por One-way anova seguido de teste post-hoc de Tukey e 
teste t de student quando necessário. Dados apresentados em média ± desvio padrão e em 
porcentagem em relação ao grupo sem tratamento (Untreated). Foi considerado estatisticamente 
significante p<0.05. t*p<0.01, *p<0.01, **p<0.001, ***p<0.0001 e ****p<0.00001 em relação ao 
grupo sem tratamento. t•p<0.01, •p<0.01, •••p<0.0001 e ••••p<0.00001 em relação aos grupos 
expostos apenas a hipóxia química intensa (2 mM). ##p<0.001 e ####p<0.00001 em relação ao 
grupo exposto somente ao NAM (50 µM). 
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Figura 54: Níveis das proteínas relacionadas a função neural em neurônios 

primários do córtex de animais SHR após o tratamento com NAM e exposição a 

hipóxia intensa 
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Tabela 3: resumos dos resultados – seção neurônios 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Drp1 ↑

Mfn2 -

Tom20 ↑

Fis1 ↑

Nfe2l2 ↑

Tfam ↑

Pgc1α ↑

Nrf1 ↑

EXPERIMENTO 

DCF                          

(ROS gerais)

FLUO-3                            

(Ca2+ citosólico)

TABELA DE COMPIALÇÃO DE RESULTADOS

Lactato

Piruvato

ATP

Mitosox                         

(superóxido)

MDA                        

(Peroxidação 

lipidica)

TMRE                            

(∆ѱm)

↑

↓

↑

↓

↑

SHR em relação ao 

Wistar                             

(Sem tratamento)

↑

↓

↑

Legenda: Foram reunidos os resultados dos testes de função mitocondrial com Fluo-3-AM, TMRE, 
DCF, mitosox e MDA, bem como dos compostos de alta energia ATP, piruvato, lactato e razão 
NAD+/NADH. E, ainda, foram reunidos os resultados obtidos nos testes de expressão do Pgc1α, 
Nrf1, Nfe2l2, Tfam, Tom20, Fis1, Drp1 e Mfn2. A seta sem o asterisco representa a comparação 
entre o grupo controle.  
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Tabela 4: resumos dos resultados – seção neurônios Wistar  

  

↓ ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↓ ↓ ↓ ↓

↑ ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↑ ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↓ e ↓*

↑ ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↓ ↑ ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↓ e ↓*

- ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↑ ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↓ e ↓*

↓ ↓ e ↓* ↓ e ↑* ↓ e ↑* ↓ ↓ e ↑* ↓ e ↑* ↓ e ↑*

↑ ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↑ ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↑ e ↑*

↑ ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↑ ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↑ e ↑*

↑ ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↓ ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↑ e ↑*

↑ ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↑ ↑ ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↑ e ↑*

↓ ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↓ ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↓ e ↓*

↑ e ↑* ↑ e ↑*↑ ↑ e ↑*

↓ e ↓* ↓ e ↓*↑ ↓ e ↓*

↑ ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↓ e ↓*

Mfn2 ↓ ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↑ e ↑*

Drp1 ↑ ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↓ e ↓*

Fis1 ↑ ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↓ e ↓*

* em relação a hipóxia

FLUO-3                            

(Ca2+ citosólico)

↓ ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↓ ↓ e ↓*

MDA (peroxidação 

lipidica)

Mitosox                         

(superóxido)

↓ e ↓* ↓ e ↓*

Neurônios Wistar -  TABELA DE  RESULTADOS - Investigação do metabolismo mitocondrial e qPCR

↑ ↓ e ↑* ↓ e ↑* ↓ e ↑*

↓ ↓ ↓ e ↓* ↓

↑ ↑ ↓ e ↑*

RSV (0.5 

µM)
SIRT (5 µM)

CoCl2 800 µM CoCl2 2 mM
CoCl2                    

2 mM
NAM (50 

µM)

TMRE                            

(∆ѱm)

NAM (50 

µM)

RSV (0.5 

µM)
SIRT (5 µM)

↓ ↓ ↓ e ↓* ↓

EXPERIMENTO 
CoCl2                    

800 µM

Tom20

DCF (ROS gerais)

Pgc1α

Nrf1

Nfe2l2

Tfam

↓ e ↓*

↓ e ↑*

ATP

PIRUVATO

LACTATO

Legenda: Foram reunidos os resultados dos testes de função mitocondrial com Fluo-3-AM, 
TMRE, DCF, mitosox e MDA, bem como dos compostos de alta energia ATP, piruvato, lactato e 
razão NAD+/NADH. E, ainda, foram reunidos os resultados obtidos nos testes de expressão do 
Pgc1α, Nrf1, Nfe2l2, Tfam, Tom20, Fis1, Drp1 e Mfn2. A seta sem o asterisco representa a 
comparação entre o grupo controle. A seta com o asterisco representa a comparação entre o 
grupo exposto somente a hipóxia. 
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Tabela 5: resumos dos resultados – seção neurônios SHR  

  

Legenda: Foram reunidos os resultados dos testes de função mitocondrial com Fluo-3-AM, 
TMRE, DCF, mitosox e MDA, bem como dos compostos de alta energia ATP, piruvato, lactato e 
razão NAD+/NADH. E, ainda, foram reunidos os resultados obtidos nos testes de expressão do 
Pgc1α, Nrf1, Nfe2l2, Tfam, Tom20, Fis1, Drp1 e Mfn2. A seta sem o asterisco representa a 
comparação entre o grupo controle. A seta com o asterisco representa a comparação entre o 
grupo exposto somente a hipóxia. 

↓ ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↓ ↓ ↓ ↓ ↓

↑ ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↑ ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↓ e ↓*

↑ ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↓ ↑ ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↓ e ↓*

↓ ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↑ ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↓ e ↓*

↓ ↓ e ↓* ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓

↑ ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↑ ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↑ e ↑*

↑ ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↑ ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↑ e ↑*

↑ ↓ e ↓* ↑ ↑ e ↑* ↑ ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↑ e ↑*

↓ ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↑ ↓ ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↑ e ↑*

↓ ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↓ ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↓ e ↓*

Neurônios SHR -  TABELA DE  RESULTADOS - Investigação do metabolismo mitocondrial e qPCR

* em relação a hipóxia

EXPERIMENTO 
CoCl2                    

800 µM

CoCl2 800 µM
CoCl2                    

2 mM

CoCl2 2 mM

NAM (50 

µM)

RSV (0.5 

µM)
SIRT (5 µM)

NAM (50 

µM)

RSV (0.5 

µM)
SIRT (5 µM)

FLUO-3                            

(Ca2+ citosólico)
↓ ↓ e ↑* ↓ e ↑* ↓ e ↑* ↓

DCF (ROS gerais)

Mitosox                         

(superóxido)

↓ e ↑* ↓ e ↑* ↓ e ↑*

TMRE                            

(∆ѱm)

PIRUVATO

LACTATO

MDA (peroxidação 

lipidica)

ATP

Nrf1

Nfe2l2

Pgc1α ↑ ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↑ ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↓ e ↓*

↓ ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↓ e ↓*

Tfam

Tom20 ↓ ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↓ e ↓*

↓ ↓ ↓ ↓

↓ e ↓* ↓ ↓ e ↓*

Drp1 ↓ ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↓ e ↓*

Fis1 ↓ ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↓ e ↓* ↓

↑ e ↑* ↑ e ↑* ↑ e ↑*Mfn2 ↓ ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↑ e ↑* ↑
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4 DISCUSSÕES 

 Nessa seção iremos discutir os resultados obtidos ao longo desse projeto de 

maneira separada, primeiro os dos astrócitos, e depois dos neurônios de ratos 

Wistar e SHR tratados ou não ao tratamento com os moduladores de SIRTs e 

expostos a hipóxia química moderada ou intensa. 

 

4.1 Discussão astrócitos 

 Ao longo do projeto, mostramos que a modulação das SIRTs acarretou, em 

astrócitos primários do córtex de animais controle Wistar e SHR após a exposição a 

hipóxia química, à acetilação de histona 3 lisina 9 (H3K9ac), aumento da viabilidade 

celular, hiperpolarização do MMP, alteração da capacidade de tamponamento de 

cálcio citosólico e/ou retenção do cálcio mitocondrial, diminuição dos níveis de 

superóxido, e aumento da expressão de genes responsáveis pela regulação do 

metabolismo e conteúdo mitocondrial, como Nrf1 e Nfe2l2, e do gene utilizado como 

marcador de quantidade mitocondrial Tom20. Em conjunto, nossos achados 

sugerem um potencial efeito neuroprotetor da modulação das SIRTs contra a 

hipóxia. Como o SHR é considerado um modelo animal SZ, especulamos que 

nossos dados também podem ser relevantes para a terapia clínica associada à SZ. 

 Neste estudo, primeiro investigamos o efeito dos moduladores de SIRTs 

(NAM, Rsv e Sir) na regulação epigenética e viabilidade celular na presença ou 

ausência de CoCl2 (Figuras 4, 5, 6, 7, 8 e 9). Nesse caso, vimos que o NAM, Rsv e 

Sir, sozinhos, induziram um aumento na morte celular de uma maneira dependente 

da dose em células sem tratamento (Wistar e SHR) (Figura 4 e 5). Esse efeito pode 

estar relacionado a uma hiperacetilação e, consequentemente, à inativação de 

proteínas importantes para a função celular, como a proteína de ligação ao elemento 

de resposta de cAMP (CREB), Forkhead Box O3 (FOXO3) e o PGC1α, aumentando 

assim a morte celular (Naia et al., 2017a,b; Dai et al., 2018; Tinkov et al., 2021). 

 Notavelmente, as concentrações propostas dos moduladores promoveram a 

sobrevivência celular contra a hipóxia química (Fig. 6 e 7). Em relação à modulação 

epigenética, observamos que os tratamentos com NAM (50 µM), Rsv (0,5 µM) e Sir 

(5 µM) aumentaram a razão AcH3k9/H3K9 (Figuras 8 e 9). Assim, propomos que tal 

efeito protetor pode estar relacionado a esse aumento da acetilação da histona 3 

lisina 9, conforme já observado em outros trabalhos (Naia et al., 2017a,b; Naia et al., 

2021). É importante ressaltar que quando essa região (histona 3 lisina 9) é acetilada, 
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a cromatina assume um estado permissivo, o que leva à transcrição gênica, 

regulando uma ampla gama de funções celulares e mitocondriais (Qiao et al., 2015; 

Naia e Rego, 2015; Naia et al., 2017a,b; Mohammed et al., 2020; Ye et al., 2021). 

 É importante notar que as evidências mostram que a hipóxia controla o 

estado da cromatina através da ativação do HIF1α. Consequentemente, suprime 

genes que atuam em vias metabólicas na presença de O2 e ativa genes que atuam 

na compensação metabólica, visando garantir a homeostase energética da célula 

(Liu e Lee, 2014; Ma et al., 2014; Batie et al. 2018). A hipóxia também pode diminuir 

a acetilação no H3K9 enquanto aumenta sua hipermetilação, o que foi relatado 

como um marcador de repressão da transcrição gênica (Lu et al., 2011; Batie et al., 

2019; Kindrick e Mole, 2020; Kim et al., 2022). De fato, vários estudos relataram os 

benefícios do pré-tratamento NAM, Rsv e Sir contra a morte celular em modelos de 

doenças neurodegenerativas e do neurodesenvolvimento (Orrechia et al., 2011; 

Smith et al., 2014; Naia et al., 2017a,b; Song et al., 2017; Harrison et al., 2019; 

Chandramowlishwaran et al., 2020; Niu et al., 2020). Portanto, a presença de 

moduladores de SIRTs pode estar interferindo no equilíbrio da transcrição gênica e, 

consequentemente, na viabilidade celular. 

 Como é sabido que as mudanças epigenéticas interferem na função 

mitocondrial (Rosenstock et al., 2013; Naia e Rego, 2015; Naia et al., 2017a,b; 

Carafa et al., 2016; Song et al., 2017; Calió et al., 2020), e que esta, por sua vez, 

está relacionada diretamente a sobrevivência celular, avaliamos, em seguida, a 

homeostase do cálcio citosólico na presença dos moduladores. As figuras 10 A e B 

mostram que em astrócitos primários do córtex de animais Wistar submetidos a 

intensa hipóxia, apresentam um aumento da captação de cálcio pelas mitocôndrias. 

Importante relembrar, aqui, que o aumento do acúmulo de Ca2+ nas mitocôndrias 

também pode causar despolarização de MMP (Kowaltowski et al., 2019), parâmetro 

que abordaremos mais adiante. Esses dados podem refletir um mecanismo de 

proteção contra o acúmulo de íons Ca2+ no citosol (E Silva et al., 2019). De fato, 

sabe-se que células em hipóxia tendem a acumular Ca2+ no citosol (Berna et al., 

2001; Berchner-Pfannschmidt et al., 2004; Angelova et al., 2015; Lumb, 2017), 

levando à ativação de vias de morte (Smaili et al., 2009; Lumb, 2017). Assim, o 

acúmulo de cálcio mitocondrial após hipóxia intensa pode ser uma resposta ao 

aumento do cálcio citosólico. Além disso, todos os moduladores de SIRTs favorecem 

um aumento da captação de cálcio mitocondrial nas células controle sugerindo um 
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efeito protetor nos astrócitos controle tratados com os moduladores (Figuras 10 A e 

B). 

 Em astrócitos SHR, a hipóxia química moderada e intensa causam também 

um aumento na captação mitocondrial de Ca2+. Este efeito parece estar relacionado 

ao estado de pré-condicionamento dos astrócitos SHR, o que parece favorecer uma 

melhor regulação entre a razão de cálcio citosólico e mitocondrial, evitando acúmulo 

no citosol. No entanto, este efeito só é intensificado pelo NAM após CoCl2 2 mM 

(Figuras 10 A e B). De forma interessante, um estudo com fibroblastos mostrou que 

5 mM de NAM induziu um aumento nos níveis de Ca2+ citosólico através da ativação 

do processo de fissão mitocondrial (Song e Park, 2021). Apesar de não termos 

analisado esse processo especificamente, observamos um aumento no conteúdo 

mitocondrial em astrócitos SHR (Figura 18) e em E Silva et al., 2019. Vale mencionar 

que o tratamento Rsv não causou nenhum efeito além da hipóxia química. 

 Especificamente sobre a influência do tratamento com Sir, observamos uma 

diminuição significativa na captação de cálcio mitocondrial, que pode estar 

relacionada à sua interação específica com a sirtuína 1 e, como consequência, com 

HIF1α (Laemmle et al., 2012; Balaiya et al., 2012; Ryu et al., 2019). Braidy e 

colaboradores mostraram que o tratamento com Sir em astrócitos humanos (e 

neurônios) pode inibir a sirtuína 1 em 90 e 80%, respectivamente (Braidy et al., 

2011). Na hipóxia química (CoCl2), Sir regulou negativamente o nível de sirtuína 1 

para 31,6% (Balaiya et al., 2012). Isso pode estar relacionado ao efeito não benéfico 

de Sir nos experimentos de Ca2+ sob hipóxia intensa, pois os astrócitos SHR 

poderiam necessitar mais da estabilização HIF1α do que os astrócitos Wistar 

(Figuras 10 A e B). 

 Como as alterações nos níveis de Ca2+ podem modificar o potencial de 

membrana mitocondrial (MMP), ele foi investigado nos astrócitos submetidos à 

hipóxia química na presença ou ausência de moduladores de SIRTs. Assim, 

mostramos que os astrócitos expostos ao CoCl2 apresentavam mitocôndrias 

despolarizadas, e que tal desfecho foi resgatado na hipóxia química moderada pelos 

moduladores NAM e Rsv em células de animais controle (Figuras 11 A e B). O 

observado com o tratamento com NAM já havia sido correlacionado com a 

acetilação de histonas, a consequente diminuição na formação de heterocromatina e 

a recuperação de MMP (Naia et al, 2017a,b). Da mesma forma, o papel protetor de 

Rsv e Sir na viabilidade celular também foi previamente correlacionado com a 
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inibição da despolarização de MMP (Lin et al., 2014; Arteaga, 2015; Akyuva e 

Naziroglu, 2020; Zheng et al., 2020). Apesar da existência de tais achados, nosso 

trabalho é o primeiro a descrever o potencial benefício do tratamento com 

moduladores de SIRTs contra a perda de MMP induzida por hipóxia química em 

astrócitos. 

 Curiosamente, os moduladores de SIRTs não promoveram o mesmo efeito 

em relação à MMP em astrócitos SHR (Figura 11 A e B). Esses dados, embora não 

pareçam tão promissores, precisam ser interpretados como são, o que significa que 

essas células podem ser mais tolerantes aos moduladores de SIRTs, uma vez que 

já experimentaram hipóxia intrauterina como um estado de pré-condicionamento 

(Ritz et al., 2012; Marina et al. al., 2017; Neckář et al., 2017; Hefter et al., 2018; 

Hong et al., 2019; E Silva et al., 2019). Como mencionamos, a hipóxia reduz o 

H3K9ac e aumenta o H3K9me, o que é desfavorável à transcrição gênica. Além 

disso, os inibidores de SIRTs podem causar uma diminuição no acúmulo e 

estabilização do HIF1α, especificamente pela inibição da sirtuína 1 que, por sua vez, 

deacetila a lisina 674 do HIF1α ativando-o (Laemmle et al., 2012; Leiser e 

Kaeberlein, 2010; Lim et al., 2010; Ryu et al., 2019). 

 Portanto, se esse estado pré-condicional das mitocôndrias SHR está ligado 

ao aumento natural da expressão de HIF1α, como observado em E Silva et al., 

2019, inibindo a atividade de HIF1α e alterando o estado da H3K9 para acetilado 

(que deveria estar mais metilado pela ação da hipóxia), potencialmente poderia 

desestabilizar essa sua pré-adaptação. No entanto, isso não significa que essas 

células sejam um caso perdido. A modulação de SIRTs aumentou a viabilidade 

celular de astrócitos SHR quando submetidos a hipóxia adicional e mais intensa na 

presença de CoCl2 (Figura 7 A e B), o que pode estar relacionado a outros 

potenciais efeitos benéficos. 

 Para investigar melhor a ação dos moduladores de SIRTs na função 

mitocondrial, verificamos os níveis de geração de superóxido mitocondrial (Figuras 

12 A e B). Nossos dados mostram que NAM e Rsv reduziram, significativamente, os 

níveis de superóxido em astrócitos SHR submetidos à hipóxia química. No entanto, 

não foi observada redução significativa nos astrócitos Wistar após a modulação das 

SIRTs. Entretanto, como mostramos que os astrócitos SHR apresentam um aumento 

significativo dos níveis de superóxido em comparação com as células Wistar (E 

Silva, et al., 2019), presumimos que as respostas dos astrócitos SHR aos 
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moduladores de SIRTs e CoCl2 podem ser resultado de seu pré-condicionamento a 

hipóxia. De fato, a própria hipóxia aumenta a geração de superóxido pelo complexo 

III, e o ânion é importante para regular a estabilização e acúmulo de HIF, 

respondendo prontamente a uma situação de estresse (Semenza et al., 2012; Chen 

et al., 2018; Santos, 2021). Assim, os astrócitos SHR parecem regular 

especificamente o status ROS-HIF após modulação da SIRTs, mantendo suas 

características mitocondriais estáveis para produzir energia, mesmo em 

circunstâncias estressantes, o que potencialmente aumenta sua chance de 

sobrevivência. 

 A literatura nos mostra que um aumento na acetilação da região da histona 3 

lisina 9 está correlacionado com um aumento da função mitocondrial e proteção 

contra o estresse oxidativo por um aumento nas defesas antioxidantes (Yu et al., 

2016; Adamkova et al., 2017; Currais et al., 2019; Bradshaw, 2021). Por conta disso, 

também investigamos o sistema antioxidante em nossos modelos. O sistema 

antioxidante está diretamente implicado na desintoxicação de células de diferentes 

tipos de radicais livres (Wang et al., 2018; Gureev et al., 2019), e a expressão de 

Nfe2l2 é uma forma de demonstrar tal atividade (Pantoja et al., 2016; Wang et al., 

2018; Gureev et al., 2019).  

Como podemos observar nas Figuras 17 A e B, a expressão de Nfe2l2 após 2 

mM de CoCl2 está diminuída em astrócitos Wistar e SHR em relação aos grupos não 

tratados. Como sugerimos anteriormente, a hipóxia leve poderia favorecer a 

resposta antioxidante (E Silva et al., 2019), enquanto a hipóxia intensa tem sido 

relacionada à redução de Nfe2l2 devido a uma falha na translocação do gene para 

seu sítio de ligação no núcleo, reduzindo a transcrição de fatores secundários da 

cascata antioxidante (Pantoja et al., 2016; Liu e Knowlton, 2016; E Silva et al., 2019). 

 Significativamente, os moduladores de SIRTs aumentaram a expressão de 

Nfe2l2 em todos os tipos de células (subjugadas a hipóxia moderada e intensa), 

sugerindo um potencial mecanismo de proteção antioxidante (Figuras 17 A e B). Tal 

resultado parece corroborar os níveis de superóxido observados nas Figuras 12 A e 

B. Interessantemente, o Nfe2l2 pode ser estimulado pelo status H3K9ac. Foi 

observado que a ligação de Nfe2l2 à região ARE no núcleo pode ser inativada pela 

metilação de H3K9, como ocorre na hipóxia (Kindrick e Mole, 2020). No entanto, os 

moduladores de SIRTs parecem neutralizar esse efeito, promovendo H3K9ac, 

levando à ativação de Nfe2l2 (Cheng et al., 2016; Kindrick e Mole, 2020; Moreno et 
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al., 2020). Portanto, os astrócitos SHR poderiam ser beneficiados por esse 

processo, uma vez que suas mitocôndrias estavam “acostumadas” a lidar com níveis 

mais elevados de ROS devido à hipóxia intrauterina, demonstrando assim outro 

papel protetor dos moduladores de SIRTs. 

 Para entender se os moduladores de SIRTs aumentaram a viabilidade dos 

astrócitos por meio de alterações na biogênese mitocondrial, também avaliamos a 

expressão de Nrf1, um fator responsável pela transcrição de várias proteínas da 

cadeia de transporte de elétrons codificadas no núcleo (Kiyama et al., 2018). 

Conforme observado nas análises do Nfe2l2, detectamos um declínio significativo na 

expressão de Nrf1 em astrócitos Wistar e SHR após hipóxia química intensa (2 mM) 

(Figuras 14 A e B). Esses dados nos ajudaram a levantar uma hipótese de que a 

hipóxia intensa diminui o conteúdo das subunidades dos complexos mitocondriais, 

consequentemente levando a uma diminuição do metabolismo e da energia celular. 

Como esperado, NAM, Rsv e Sir aumentaram a expressão do Nrf1 (em todos os 

grupos), implicando em uma regulação positiva na transcrição dos fatores 

relacionados com os complexos mitocondriais, que poderia estar ocorrendo para 

melhorar a função mitocondrial. 

 Interessantemente, alguns estudos mostraram que a expressão de Nrf1 está 

associada exclusivamente a um status de eucromatina, especificamente quando 

H3K9 é acetilado (Weaver et al., 2017; Gureev et al., 2019; Senapati et al., 2019). 

Além disso, a perda de MMP e o estresse oxidativo, apesar de serem sinais de 

morte celular, também podem favorecer a via de biogênese mitocondrial que 

promove a sobrevivência celular e que pode refletir na regulação positiva de Nrf1 

(Crompton et al., 2002; Gnaiger, 2014; Choi et al., 2014; Smaili et al., 2009; Bouchez 

e Devin, 2019). 

 Quando analisamos em nosso modelo a expressão do Pgc1α, o regulador 

central da via de biogênese mitocondrial, observamos um aumento em sua 

expressão apenas sob hipóxia intensa nos astrócitos Wistar (Figura 13 B). 

Inesperadamente, a modulação das SIRTs não induziu quaisquer alterações em 

astrócitos Wistar, mas causou uma diminuição da expressão do fator, em astrócitos 

SHR expostos a hipóxia química intensa (Figura 13 B). É importante notar que, em 

2019, observamos que a hipóxia neonatal por si só poderia induzir aumento na 

expressão de Pgc1α em astrócitos SHR (E Silva et al., 2019). Apesar de ser 

contraditório, os pesquisadores têm sugerido que a biogênese mitocondrial pode 
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ocorrer após a estimulação de Nfe2l2 (Piantadosi et al., 2008, Calvert et al., 2010; 

Lee et al., 2017; Gureev et al., 2019). A via da biogênese dependente de Nfe2l2 está 

relacionada à capacidade do fator de se ligar a AREs na região promotora do gene 

Nrf1, aumentando sua expressão e, assim, aumentando o fator de transcrição 

mitocondrial A (TFAM), que está diretamente envolvido na replicação do DNA 

mitocondrial (Lee et al., 2017; Gureev et al., 2019). De fato, observamos um 

aumento na expressão de Tfam após o tratamento com os moduladores Sirts 

(Figuras. 15 A e B). Além disso, Nrf1 e Nfe2l2 também regulam a expressão de 

vários componentes da cadeia de transporte de elétrons (ETC), e Nfe2l2, sozinho, 

regula a expressão da translocase da membrana mitocondrial externa 20 (TOM20) 

(Blesa et al., 2007; Gureev et al., 2019), que também está com sua expressão 

aumentada após os tratamentos com os moduladores (Figuras 16 A e B). Esses 

resultados sugerem um aumento no conteúdo mitocondrial independente da 

regulação de Pgc1α, o que poderia beneficiar a viabilidade dos astrócitos primários 

do córtex de animais SHR e Wistar. 

 Em contraste, alguns estudos reforçam a necessidade de Pgc1α para a 

biogênese mitocondrial (Lee et al., 2017; Gureev et al., 2019). Como nossos dados 

não corroboram esse fato, podemos supor que a ativação da Pgc1α, na qual é 

necessária a desacetilação via sirtuína 1 (Cantó e Auwerx, 2009), não está 

ocorrendo, pois os moduladores de SIRTs promovem a inibição da atividade de 

desacetilação das sirtuínas, o que levaria a degradação do Pgc. No entanto, o 

próprio Nfe2l2 parece ativar os membros do receptor ativado por proliferadores de 

peroxissomo (PPARs), especialmente o PPARy (Corona e Duchen, 2016; Lee et al., 

2017). Membros dessa família, como PPARα, PPARβ/δ e PPARy, são 

extremamente necessários para a regulação da homeostase energética celular e, 

consequentemente, da biogênese mitocondrial (Lee et al., 2017). Além disso, o 

PPARy tem sido relacionado como um alvo terapêutico para resgatar a função 

mitocondrial em doenças neurológicas, melhorando suas defesas antioxidantes e 

estimulando sua biogênese (Corona e Duchen, 2016). 

 Portanto, a modulação epigenética do H3K9 poderia levar à neuroproteção 

em células submetidas à hipóxia (química ou neonatal) como resultado de 

alterações no estado da cromatina e, consequentemente, na função mitocondrial. 

Especificamente, a modulação de SIRTs poderia promover um aumento na 

viabilidade celular através de um aumento no sistema de desintoxicação e um 
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aumento da expressão de genes relacionados a biogênese mitocondrial como, 

Nfe2l2, Nrf1, Tfam e Tom20. Nos astrócitos Wistar, a modulação epigenética parece 

melhorar a capacidade de lidar com o estresse causado pela hipóxia, ou seja, 

condicioná-lo a lidar melhor com a deficiência energética ao resgatar a perda de 

MMP, aumentar a captação de cálcio mitocondrial e promover a biogênese 

mitocondrial. Nos astrócitos SHR, essa modulação parece aumentar sua capacidade 

inata de lidar com a hipóxia, diminuindo os níveis de ROS e aumentando a captação 

de cálcio mitocondrial. 

 

4.2 Conclusões - astrócitos 

 Ao todo, nossos dados mostram que a modulação epigenética através da 

modulação de SIRTs pode mitigar os danos desproporcionais nas mitocôndrias 

causados pela hipóxia, aumentando a acetilação de H3K9 (Figura 55). Tal achado é 

relevante não apenas para condições ligadas à hipóxia, denominadas traumatismo 

cranioencefálico, acidente vascular cerebral, convulsão e pré-eclâmpsia, mas 

também para a SZ, uma vez que a hipóxia pré-natal é um fator ambiental 

relacionado a distúrbios neuropsiquiátricos (Nalivaeva et al., 2018; Jones e 

Thornton, 2022; E Silva et al., 2019; Calió et al., 2020; Liu et al., 2020). 
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FIGURA 55: Imagem resumo dos resultados encontrados na cultura primária de 

astrócitos de animais controle (Wistar) e SHR submetidos a hipóxia química e 

tratadas previamente com os moduladores de SIRTs 

  

Legenda: Setas laranjas indicam as alterações provocadas pela hipóxia neonatal observadas em E 
Silva et al., 2019. Setas vermelhas demonstram as alterações provocadas pelas condições de hipóxia 
química intensa (CoCl2 2 mM) em astrócitos Wistar e SHR. As setas verdes indicam as alterações 
provocadas pelo tratamento prévio com os moduladores de SIRTs (NAM 50 µM Rsv 0.5 µM e Sir 5 
µM) e posterior exposição a hipóxia química intensa (CoCl2 2 mM) em astrócitos Wistar e SHR. 
 
ADAPTAÇÃO DA FONTE: Araújo et al., 2021  
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4.3 Discussão neurônios 

 No início dessa seção, discutiremos os resultados obtidos entre os neurônios 

do córtex de animais Wistar e SHR. 

 Demonstramos, em primeiro lugar, os níveis de Hif1α e Vegf para corroborar 

que o modelo SHR estava hipoxiado. De fato, houve um aumento na expressão de 

Hif1α e Vegf (Figura 29 A e B) nos neurônios primários de animais SHR em relação 

aos animais controle, indicando que seu metabolismo está ligado a um perfil natural 

de hipóxia. Sabe-se que o Hif1α é expresso constitucionalmente, mas é degradado 

quando as células estão em estado de normoxia. O Vegf, por outro lado, é sempre 

expresso após a ativação do Hif1α e, em nosso projeto, funciona como um fator de 

confirmação da estabilização do Hif1α (Semenza et al., 2012, 2014; Fuhrmann e 

Brune, 2017; E Silva et al., 2019; Eyles et al., 2021). Apesar de ser estranho que o 

complexo HIF seja ativado com a presença de O2 atmosférico, alguns relatos 

mostram que a disfunção mitocondrial pode levar à ativação de Hif1α, pois um 

prejuízo na utilização de O2 pelas mitocôndrias e um aumento na geração de ROS 

poderia reduzir a capacidade de detecção de O2 das células estimulando, assim, um 

estado de pseudo hipóxia, ou efeito Warburg (glicólise aeróbica) (Mansfield et al., 

2005; Hayashi et al., 2019; Bao et al., 2021).   

Avaliando a função mitocondrial dos neurônios submetidos a hipóxia 

neonatal, vemos que suas mitocôndrias acumulam menos Ca2+ (Figura 32 B); isso 

também acontece extensivamente em neurônios Wistar e SHR após hipóxia química 

(Figura 36 A e B). De fato, sabe-se que o estado de hipoxia estimula o acúmulo de 

Ca2+ no citosol pela inibição do canal aniônico dependente de voltagem (VDAC) 

mitocondrial, que é importante para regular a atividade de uma enzima chave na via 

da glicólise, a glicose-6-fosfato (G6P) (Lemeshko et al., 2015; Angelova et al., 2015; 

Lumb, 2017; Dejos et al., 2020). Além disso, ao bloquear a capacidade de acúmulo 

de Ca2+ pelas mitocôndrias, as células evitam a sobrecarga de Ca2+ mitocondrial, a 

despolarização do MMP e, consequentemente, a sinalização para a morte celular 

(Kowaltowski et al., 2019; Dejos et al., 2020). Isso parece ser exatamente o que está 

acontecendo nos neurônios submetidos à hipóxia neonatal e química. No entanto, 

vale ressaltar que o acúmulo citosólico de Ca2+ também pode ser um sinal de morte 

celular (Kowaltowski et al., 2019). Contudo, como a homeostase de Ca2+ deve ser 

regulada com precisão, outras organelas, como o retículo endoplasmático (RE), 
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devem estar participando deste processo. Especificamente aqui neste estudo, o 

papel do RE não foi avaliado. 

 Como sabe-se, o Ca2+ mitocondrial pode afetar a polarização do MMP 

(Orrenius et al., 2003; Smaili et al., 2009; Kowaltowski et al., 2019; E Silva et al., 

2019). Por conta disso, nós investigamos esse parâmetro. Pudemos observar um 

aumento no sinal de fluorescência citosólica de TMRE após FCCP nos neurônios 

submetidos à hipóxia neonatal (SHR), em relação aos neurônios controle, indicando 

a polarização do MMP (Figura 32 A). No entanto, esse aumento de sinal pode estar 

relacionado também com o aumento no conteúdo das mitocôndrias (Figuras 35), já 

que, teoricamente, com a alteração de cálcio observada, este resultado não seria 

concordante. De fato, nossos dados sugerem que os neurônios SHR poderiam ter 

mais mitocôndrias, pois vemos o aumento da expressão do Pgc1α, Nrf1, Tfam e 

Tom20 (Figuras 35), assim como observamos nos astrócitos em E Silva et al., 2019 - 

voltaremos a estes dados mais adiante. Sendo assim, com mais organelas, elas, no 

total, poderiam acumular mais TMRE mesmo que suas mitocôndrias estivessem 

despolarizadas. 

Na hipóxia química, as mitocôndrias de ambos os grupos de neurônios 

(Wistar e SHR) foram incapazes de sequestrar o TMRE, sugerindo uma 

despolarização após o CoCl2 (Figura 37). Julgando que as mitocôndrias dos animais 

SHR sem tratamento estivessem, de fato despolarizadas, podemos dizer que o 

estado de hipóxia (neonatal ou química) altera o perfil do metabolismo mitocondrial, 

o que diminui a OXPHOS que, por sua vez, desestabiliza a cadeia de transporte de 

elétrons (ETC) favorecendo o desacoplamento de elétrons e causando então a 

despolarização do MMP observada (Sanderson et al., 2015; Fuhrmann e Brune, 

2017; Eyles et al., 2021). Nesse sentido, observar a despolarização do MMP após o 

estado de hipóxia era esperado. 

 Em relação aos níveis de estresse oxidativo, nossos dados apontam para um 

aumento de ROS após hipóxia neonatal e química (Figuras 32 C e 38 A e B). Esse 

aumento de ROS, em ambos os cenários, podem ser favorecidos pela possível 

ativação de um dos genes alvos do Hif1α, a nicotinamida dinucleotídeo fosfato 

(NADPH) oxidase (NOX), e pelo desacoplamento de elétrons na cadeia de 

transporte de elétrons causada pela inibição da OXPHOS (ETC) (Fuhrmann e Brune, 

2017; Chen et al., 2018; Eyles et al., 2021). Vale ressaltar, porém, que esses ROS 

são importantes para regular a estabilização do próprio Hif1α (Chen et al., 2018). 



 

172 
 

Então, especificamente para o caso de hipóxia neonatal, o aumento de ROS poderia 

perpetuar um estado glicólico pela estabilização do Hif1α nesses neurônios 

(Forrester et al., 2018; Eyles et al., 2021). 

 Especificamente em relação aos níveis de superóxido, vemos que no grupo 

de hipóxia neonatal (SHR) houve uma diminuição de seu sinal em relação ao grupo 

controle (Wistar) (Figura 32 D). A diminuição observada em neurônios SHR pode 

estar relacionada à inibição de OXPHOS, que consequentemente não favorece a 

geração de superóxido mitocondrial (Eyles et al., 2021). Outra possível explicação é 

a degradação enzimática do superóxido para H2O2 pela superóxido dismutase, 

sistema glutationa peroxidases, catalase e peroxirredoxinas, o que poderia também 

refletir no sinal DCF observado (Pantoja et al., 2016), entretanto não foram feitas 

análises nesse sentido.  

 Em contraste, a hipóxia química tanto nos Wistar, quanto nos SHR, parece 

aumentar a formação deste radical (Figura 39 A e B), o que pode estar relacionado 

ao próprio estado de falta de O2, como observado após um estado de hipóxia agudo 

(Hernandez-Augustin et al., 2014). Outra possível explicação é a indução via Hif1α 

da NADPH oxidase 1 e 2, um grande gerador de superóxido além das mitocôndrias 

(Chan et al., 2004).  

Nossos dados também apontam para um aumento na expressão do fator 

Nfe2l2 em neurônios submetidos a hipóxia neonatal (Figura 35) e uma redução na 

expressão do fator Nfe2l2 em neurônios SHR após hipóxia moderada e intensa 

(Figura 51 A e B). O Nfe2l2 é um fator de transcrição relacionado com a expressão 

de diversas enzimas antioxidantes (Pantoja et al., 2016; Liu e Knowlton, 2016; E 

Silva et al., 2019). Nesse caso, a sua redução poderia explicar o aumento brusco de 

ROS após hipóxia química. Ainda, esses dados poderiam explicar um mecanismo 

compensatório balanceado entre a expressão do Nfe2l2 e eliminação de superóxido 

em neurônios SHR em condições normais. 

 Uma consequência do aumento de ROS é a peroxidação lipídica (Ayala et al., 

2014), por conta disso fomos investigar os níveis do subproduto dessa reação de 

peroxidação de lipídeos, o malondialdeído (MDA). Em neurônios SHR sem qualquer 

tratamento e em relação aos neurônios de animais Wistar, os níveis de MDA estão 

aumentados (Figura 33). Tal resultado poderia ser explicado pelo fato das células 

SHR terem passado por uma condição de hipóxia intra útero (Mattace et al., 2008) 
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tornando-se condicionadas a lidar com esse estímulo - vamos falar um pouco mais 

sobre isso abaixo. 

 Surpreendentemente, apesar do aumento de ROS e superóxido após hipóxia 

química, os níveis de MDA após CoCl2 estão diminuídos nos neurônios SHR, e 

nenhuma alteração foi observada nos Wistar (Figura 40). Tal dado pode ser devido 

ao metabolismo enzimático do MDA pela enzima fosfoglicose isomerase, 

transformando-o em metilglioxal (MG) (Ayala et al., 2014), que por sua vez, nosso kit 

não foi capaz de quantificar. Essa explicação pode fazer sentido, pois se a hipótese 

de que os SHR têm um aumento da sua capacidade glicolítica for verdadeira, a 

atividade da fosfoglicose isomerase, que é uma enzima chave da dessa via 

(conversão de G6P em frutose-6-fosfato) seria maior, o que consequentemente 

favorece a metabolização do MDA. Além disso, vimos que a expressão de Nfe2l2 foi 

regulada positivamente em neurônios Wistar (Figura 53), sugerindo um possível 

aumento na capacidade antioxidante, o que refletiria na não alteração dos níveis de 

MDA. Outro ponto de vista relevante e mais prático, é o fato de as amostras terem 

sido extraídas em um determinado ponto no tempo em que nos neurônios Wistar 

simplesmente não havia formação de MDA. No caso da hipóxia neonatal, é 

importante notar que a hipóxia também estimula a fosfoglicose isomerase 

diretamente (Funasaka et al., 2005). Assim sendo, sem nenhuma exposição 

posterior à hipóxia, os neurônios SHR apresentariam níveis de MDA aumentados, 

quando comparados ao grupo controle, mas aumentar o Hif1α após hipóxia química, 

também aumentará a atividade enzimática da fosfoglicose isomerase, o que 

possivelmente poderia diminuir os níveis de MDA, o que parece ser uma melhora em 

seu pré-condicionamento a hipóxia. No mesmo sentido, essa explicação também 

serve para os Wistar, mas sem o pré-condicionamento, aconteceria com menos 

eficiência. 

 Como vimos essas disfunções mitocondriais, fomos avaliar os níveis dos 

compostos altamente energéticos. Nesses ensaios vemos que os neurônios 

submetidos à hipóxia neonatal têm menos ATP (Figura 34 A), mas níveis 

aumentados de piruvato (Fig. 34 B), lactato (Fig. 34 C) e NAD+ (Fig. 34 D), todos 

indicativos de regulação positiva da glicólise (Fuhrmann e Brune, 2017; Magistretti e 

Alaman, 2018; Eyles et al., 2021). Da mesma forma, após a hipóxia química, os 

neurônios Wistar reduziram sua produção de ATP, aumentando também o piruvato e 

o lactato (Figuras 41, 42 e 43). Este resultado era esperado, pois o estado de 
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hipóxia inibe a capacidade mitocondrial da OXPHOS de gerar ATP estimula as 

enzimas glicolíticas (e o piruvato, por conseguinte) (Semenza et al., 2012, 2014; 

Fuhrmann e Brune, 2017; Eyles et al., 2021). Ainda, o aumento do lactato pode ser 

devido, a própria atividade aumentada da lactato desidrogenase (LDH) pela hipóxia 

regenerando NAD+, sendo também oxidado, regenerando o NADH (Semenza et al., 

2012, 2014; Fuhrmann e Brune, 2017; Eyles et al., 2021). No entanto, a produção de 

ATP após hipóxia química em neurônios SHR é elevada em comparação com Wistar 

na mesma condição (Figura 41 A e B), isso pode estar relacionado a uma pré-

condição para o estado de hipóxia do SHR que demonstrando uma alta capacidade 

de lidar com as posteriores adaptações induzidas pelo HIF. 

 Assim, até o momento, temos que os neurônios Wistar apresentam 

disfunções mitocondriais semelhantes aos neurônios SHR quando submetidos a 

hipóxia química. Ainda, os neurônios SHR estão, de fato, em um estado de hipóxia 

e, curiosamente, os animais SHR exibem um comportamento do fenótipo SZ 

(Peraçoli et al., 2001; Bassan et al., 2005; Calzavara et al., 2011; Peres et al., 2018; 

Niigaki et al., 2019; Hefter et al., 2018; E Silva et al., 2019; Wang et al., 2021). Nesse 

sentido, acreditamos fortemente que a hipóxia poderia estar relacionada a prejuízos 

no neurodesenvolvimento, alterando a função normal dos astrócitos (E Silva et al., 

2019) e neurônios através de uma disfunção mitocondrial.  

 Em 2012 Ritz e colaboradores demonstraram que os animais SHR tem uma 

expressão gênica alterada devido à exposição crônica à hipóxia, o que modificaria 

intrinsecamente seu metabolismo (Ritz et al., 2012). Essas alterações poderiam 

favorecer um estado de pré-condição metabólica, permitindo que eles 

sobrevivessem. De fato, nossos dados revelam um potencial mecanismo para 

explicar essa hipótese. Observamos que os neurônios SHR (hipóxia neonatal) 

apresentaram aumento no processo de biogênese mitocondrial e no processo de 

fissão mitocondrial (Figuras 35), já que há um aumento da expressão dos fatores 

Nrf1, Tfam e Tom20, além do Pgc1α (Weydt et al., 2006; Choi et al., 2014; Lavie et 

al., 2017). O Nfe2l2, fator antioxidante, como vimos, também foi regulado 

positivamente (Figuras 35), e também é estimulado pelo aumento de Pgc1α e de 

ROS (Pantoja et al., 2016; Liu e Knowlton, 2016; E Silva et al., 2019). É importante 

notar que o aumento do conteúdo mitocondrial não é necessariamente bom para a 

célula, o que é importante é sua funcionalidade. 
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 Curiosamente, quando os neurônios controle (Wistar) e SHR foram expostos 

a hipóxia química, o Pgc1α e Nrf1 tiveram sua expressão elevada (Figura 45 e 46), 

um possível indicador de biogênese mitocondrial induzida por hipóxia química. No 

entanto, a expressão de Tfam e Tom20 foram regulados negativamente (Figuras 47 

e 48), o que poderia ser um indicativo de uma falha na conclusão do processo de 

biogênese mitocondrial ou até mesmo uma inibição desse processo (Ma et al., 

2020). Uma maneira de explicar esses resultados é através de outra via essencial 

para as células, a fissão mitocondrial.  

 Em um estado de hipóxia, a fusão das mitocôndrias é inibida enquanto a 

fissão é regulada positivamente (Fuhrmann e Brune, 2017; Ma et al., 2020). Nossos 

resultados demonstram um aumento da expressão de Fis1 que é importante para o 

recrutamento e ativação de Drp1, que também tem sua expressão estimulada em 

neurônios expostos a hipóxia neonatal (SHR) e em Wistar expostos à hipóxia 

química (Figuras 35 e Figuras 49). Concordante a isso, observamos uma redução de 

Mfn2 após a hipóxia química moderada e intensa (Figura 50). A fissão gera 

mitocôndrias fragmentadas que beneficiam o mecanismo de reciclagem de 

organelas em excesso e/ou disfuncionais (Ma et al., 2020). De fato, a proteína HIF1α 

interage com a família do linfoma de células B2 (BCL2), aumentando a atividade da 

proteína 3 de interação com BCL2 (BNIP3) aumentando a mitofagia (Ma et al., 

2020). 

 No caso SHR, nossos dados sustentam que neurônios primários do córtex 

desses animais expostos apenas à hipóxia neonatal, apresentam deficiência nas 

capacidades metabólicas mitocondriais e sugerem que a via da glicólise está 

aumentada, o que desequilibra sua homeostase redox, gerando estresse oxidativo e, 

consequentemente, aumentando a peroxidação lipídica. Em sentido contrário, 

disfunções mitocondriais em neurônios SHR parecem ativar mecanismos 

compensatórios, como biogênese, fissão e provavelmente mitofagia, na tentativa de 

evitar a morte celular. No entanto, no estado de hipóxia química, seu processo de 

fissão e biogênese parece bem equilibrado (estado de pré-condição) é interrompido 

e nenhum deles parece funcionar mais, o que possivelmente está relacionado à 

diminuição de sua viabilidade após a indução da hipóxia química (Figuras 23). Em 

condições normais, como os ratos SHR podem sobreviver e proliferar, esses 

mecanismos compensatórios ou fatores de pré-condição podem desempenhar um 

papel na vida dos animais, apesar de terem alterações em seu processo de 
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neurodesenvolvimento que possivelmente desencadeiam os comportamentos 

semelhantes aos transtornos neuropsiquiátricos, como a SZ. 

No caso dos Wistar, o estado de fissão pode estar relacionado aos resultados 

observados nas análises de biogênese mitocondrial. Em teoria, como a hipóxia 

poderia influenciar na fissão e, consequentemente, na mitofagia (Sanderson et al., 

2015. Ma et al., 2020), os neurônios Wistar tentam criar mais mitocôndrias 

aumentando a expressão de Pgc1α e, consequentemente, Nrf1, porém, como suas 

mitocôndrias continuamente sofrem em estado de hipóxia química induzida, seu 

equilíbrio entre criação e degradação pode ser interrompido, e a expressão do Tfam 

e Tom20 serão regulados negativamente. 

 Em ambos os cenários, os neurônios Wistar e SHR tem sua viabilidade 

diminuída após hipóxia química por desregulação da função mitocondrial e possível 

interrupção das capacidades de pré-condição das mitocôndrias, respectivamente 

(Figuras 23). Surpreendentemente, quando os neurônios de ambos os grupos foram 

previamente tratados com moduladores de SIRTs ocorreu uma estimulação da 

acetilação da histona 3 resíduo de lisina 9 (H3K9ac), promovendo uma diminuição 

na produção de ROS, superóxido e MDA, possivelmente pela regulação positiva da 

expressão de Nfe2l2, e, ainda, parece haver uma diminuição da fissão mitocondrial e 

um aumento no processo de fusão. Todos esses benefícios juntos parecem resgatar 

a viabilidade dos neurônios (Figuras 27 e 28). No entanto, vale relembrar que o 

tratamento com esses compostos, principalmente nos SHR, acaba também, 

diminuindo a viabilidade das células (Figura 24, 25 e 26). Como dissemos na seção 

de discussão dos dados de astrócitos, essa redução pode ser causada por uma 

hiperacetilação ou uma redução da ativação do HIF nos neurônios SHR, o que 

prejudicaria suas alterações induzidas pela hipóxia neonatal (Naia et al., 2017a,b; 

Dai et al., 2018; Tinkov et al., 2021).  

 Nossos dados revelam um aumento de H3K9ac após o tratamento com 

moduladores de SIRTs (Figuras 31). Notavelmente, os neurônios de SHR e Wistar 

tratados com esses moduladores aumentaram sua viabilidade (Fig. 27 e 28). 

Portanto, nesse tipo celular os moduladores de SIRTs podem estar causando uma 

modulação epigenética e interferindo no estado da cromatina, transcrição gênica e, 

consequentemente, aumentando a viabilidade celular. De fato, a H3K9 acetilada 

parece proteger as células por diversos mecanismos e estas, por sua vez, são 

cruciais para muitas funções neuronais (Bonnaud et al., 2016). Particularmente, a 
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acetilação das caudas das histonas está relacionada a um marcador positivo de 

transcrição gênica, pois neste estado, a cromatina relaxa assumindo um estado 

permissivo, favorecendo a transcrição gênica e regulando uma ampla gama de 

funções celulares (Qiao et al., 2015; Bonnaud et al., 2016; Naia e Rego, 2015; Naia 

et al., 2017a,b; Mohammed et al., 2020; Ye et al., 2021). Além disso, a acetilação da 

região histona 3 lisina 9 (H3K9ac) também é uma parte crucial do desenvolvimento 

do cérebro embrionário (Rollo et al., 2017). Em relação à função mitocondrial, o 

H3K9ac está correlacionado com um aumento desta, além da proteção contra o 

estresse oxidativo por um aumento nas defesas antioxidantes (Naia e Rego, 2015; 

Yu et al., 2016; Naia et al., 2017a,b; Adamkova et al., 2017; Currais et al., 2019; 

Bradshaw, 2021).  

 Em relação a análise do Ca2+ mitocondrial, observamos que os moduladores 

de SIRTs aumentam a captação de Ca2+ por essa organela nos neurônios SHR, 

sendo que o Rsv e Sir promoveram melhores resultados. No entanto, nenhum dos 

moduladores de SIRTs causou esse efeito em neurônios Wistar (Figuras 36 A e B). 

Como discutimos, um acúmulo de Ca2+ no citosol acontece durante a hipóxia 

(Lemeshko et al., 2015; Angelova et al., 2015; Lumb, 2017; Dejos et al., 2020) e, por 

isso, os SHR naturalmente têm menor liberação de Ca2+ mitocondrial na presença 

do FCCP (Figura 32 B). No entanto, parece estar acontecendo uma proteção 

promovida pelos moduladores de SIRTs contra a sobrecarga de cálcio citosólico, 

pois o consequente aumento na expressão de Hif1α, devido à hipóxia química, 

aumentará a quantidade de Ca2+ no citosol. Como os neurônios SHR parecem ter 

uma pré-condição a hipóxia, o mecanismo de retenção de cálcio pelas mitocôndrias, 

pode ter sido aumentado com os moduladores, ao contrário dos neurônios Wistar, 

que parecem sofrer de acúmulo citosólico de Ca2+., já que não possuem essa tal pré-

condição. 

 Em relação ao MMP, apenas a NAM e Rsv nos SHR parecem a impedir a 

despolarização do MMP causada pela hipóxia química, mas apenas em um cenário 

moderado (CoCl2 800 µM) (Figuras 37). Nenhum dos moduladores de SIRTs causa 

esse efeito nos neurônios Wistar. Alguns relatos mostraram que NAM, Rsv e Sir, por 

meio da acetilação de H3K9, inibem a despolarização de MMP aumentando a 

função mitocondrial (Naia et al, 2017a,b; Lin et al., 2014; Arteaga, 2015; Akyuva e 

Naziroglu, 2020; Zheng et al, 2020). No entanto, como não vemos nenhum benefício 

contra a hipóxia intensa em neurônios Wistar e SHR (Figuras 37), o aumento da 
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viabilidade dessas células pode estar relacionado a outras funções da mitocôndria 

que foram melhoradas. 

 Surpreendentemente, todos os moduladores de SIRTs, em ambos os tipos de 

neurônios, promoveram um efeito antioxidante, reduzindo os níveis de DCF, Mitosox 

e MDA (Figuras 38, 39 e 40). Os tratamentos com NAM, Rsv e Sir têm sido utilizados 

por suas propriedades antioxidantes em neurônios ou no sistema nervoso central 

como um todo (Singh et al., 2018; Rahman et al., 2020; Obrador et al., 2021). Em 

nossos experimentos, os efeitos antioxidantes parecem ser estimulados pela 

expressão e ativação de Nfe2l2 (Figura 51). Ainda, como falamos, a acetilação de 

H3K9 promove a ligação de Nfe2l2 na região ARE no núcleo (Cheng et al., 2016; 

Kindrick e Mole, 2020; Moreno et al., 2020). 

 Os moduladores de SIRTs também aumentaram a geração de piruvato e 

lactato, e aumentaram a produção de ATP nos neurônios Wistar quando 

comparados aos neurônios expostos apenas à hipóxia (Figuras 41, 42 e 43). No 

caso dos SHR, vemos que há um aumento do piruvato e lactato, porém os níveis de 

ATP continuam os mesmos. E, investigando a relação NAD+/NADH, podemos 

especular que a glicólise estaria mais intimamente controlada em ambos os 

neurônios (Wistar e SHR) após o tratamento com os moduladores (Figuras 44), já 

que as alterações da razão NAD+/NADH pode demonstrar que esses compostos 

estão sendo utilizados e regenerados. Assim, os moduladores de SIRTs parecem 

ampliar a atividade da via glicolítica, já que observamos o aumento de piruvato e 

lactato e, em conjunto com o potencial antioxidante aumentado, parecem promover 

a sobrevivência celular (Figuras 27 e 28).  

Em relação a expressão de genes relacionados ao metabolismo, biogênese 

mitocondrial e dinâmica, todos os moduladores de SIRTs diminuíram a expressão de 

Pgc1α (Figura 45), Tfam e Tom20 (Figuras 47 e 48) e aumentaram a expressão de 

Nrf1 (Figura 46). Como o Pgc1α deveria estimular o Nrf1, que consequentemente 

favorece a expressão de Tfam e Tom20, aumentando a quantidade de mitocôndrias, 

esses dados são contraditórios. Porém, uma das formas de explicar esses achados 

foi investigar a expressão de genes envolvidos na dinâmica mitocondrial. Em todos 

os casos, os moduladores de SIRTs inibem genes relacionados ao processo de 

fissão mitocondrial e, ao mesmo tempo, aumentam a expressão de genes 

relacionados à fusão mitocondrial (Figuras 49 e 50). A fissão é um processo 

intrinsecamente relacionado às mitocôndrias despolarizadas e, como vimos, a 
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hipóxia a estimula (Ma et al., 2020). Nesse caso, a inibição da fissão e o aumento da 

fusão poderiam beneficiar a rede mitocondrial numa tentativa de aumentar a 

capacidade metabólica dessas mitocôndrias, seu potencial antioxidante e restaurar o 

MMP. 

 Nesse caso, os dados observados na expressão do Pgc1α e Nrf1 parecem ter 

um papel também relevante nesse quesito. Com a inibição da fissão e a regulação 

positiva da fusão, os neurônios não estão sendo estimulados a gerar novas 

mitocôndrias (Ma et al., 2020). No entanto, os moduladores de SIRTs não inibem a 

expressão do Pgc1α, mas diminuem sua expressão em comparação com o grupo 

exposto somente a hipóxia (Figura 45 A e B). Nesse sentido, com a fusão 

mitocondrial estimulada, haveria a necessidade do Nrf1 que é impulsionado pelo 

Pgc1α, pois os componentes nucleares da maquinaria da cadeia de transporte de 

elétrons mitocondrial estão correlacionados com o aumento da expressão do Nrf1 

(Figura 46 A e B) (Ma et al., 2020; Cardanho-Ramos e Morais, 2021). Vale relembrar 

que a expressão de Nrf1 está associada ao status de eucromatina, como quando 

H3K9 é acetilado (Weaver et al., 2017; Gureev et al., 2019; Senapati et al., 2019). 

Assim, a “normalização” da expressão de Pgc1α após o tratamento com os 

moduladores, pode estar acontecendo devido ao aumento da fusão, mas acaba 

estimulando o Nrf1 e, também Nfe2l2 (Figura 51) a responder prontamente ao 

aumento da massa mitocondrial (Figura 50) e ao aumento de ROS (Figuras 38, 39, 

40), respectivamente (Ma et al., 2020; Cardanho-Ramos e Morais, 2021).  

 No entanto, o aumento da massa mitocondrial não significa necessariamente 

que as mitocôndrias sejam altamente funcionais. A análise de Ca2+ e MMP 

demonstra que sob tratamento com os moduladores de SIRTs, nenhum dos 

neurônios (Wistar e SHR) restaura completamente suas funções (Figuras 36 e 37). 

Além disso, nenhum deles tem os níveis ATP restaurados (Figura 41). Assim, 

podemos especular que o OXPHOS mitocondrial ainda está inibida, talvez porque as 

adaptações da hipóxia não tenham sido neutralizadas. No entanto, como recurso de 

proteção, o tratamento com moduladores de SIRTs parece beneficiar a via da 

glicólise, já que esta parece estar supra regulada pela condição de hipóxia, pois 

observamos um aumento na geração de piruvato e lactato (Figuras 42 e 43) e uma 

regulação da razão NAD+/NADH (Figura 44). Ainda, é importante ressaltar que 

inibição da atividade de desacetilação das sirtuínas na região H3K9 também está 



 

180 
 

relacionada ao aumento do fluxo glicolítico em células em hipóxia (Etchegaray e 

Mostoslavsky, 2016), o que reforça nossas hipóteses.  

 

4.3.1 Função neural 

 Quando observamos que a hipóxia neonatal ou química, modificativa a função 

as mitocôndrias, fomos investigar as proteínas relacionadas a função neuronal, e os 

nossos resultados indicam que na hipóxia neonatal há uma alteração dos níveis de 

proteínas pré-sinápticas, especificamente uma diminuição da sinaptofisina e um 

aumento da sinaptotagmina (Figuras 52). Ainda, houve um aumento da proteína 

pós-sináptica PSD95 (Figuras 52). Esses resultados levantam a hipótese de que há 

uma menor formação de vesículas já que no processo há a necessidade da proteína 

sinaptotagmina, porém há uma maior exocitose das vesículas formadas, uma vez 

que é necessário ter a sinaptotagmina para que haja a liberação ((Kiessling et al., 

2018).  

Para a hipóxia neonatal (neurônios SHR), essa maior exocitose de vesículas 

pode estar relacionada com maior atividade sináptica nessas células, já que os 

níveis de PSD95 também estão aumentados neste grupo. Essa hipótese é 

corroborada com o que foi observado a respeito dos níveis de cálcio desse grupo 

(Figura 36 A e B). Isso porque uma maior quantidade de cálcio disponível no citosol 

pode acarretar maior atividade da sinaptotagmina, uma proteína Ca-dependente 

ligada a exocitose das vesículas sinápticas (Kiessling et al., 2018). Entretanto, esse 

dado também pode refletir num aumento da liberação de glutamato, o que corrobora 

com o aumento do PSD95, já que essa proteína é relacionada à estabilidade dos 

receptores NMDA (Mukandala et al., 2016). De relevância, sabe-se que situações de 

hipóxia intra útero aumentam a liberação de glutamato pelos neurônios levando a 

um quadro de excitotoxicidade, o que aumentaria a morte neuronal (Mukandala et 

al., 2016). 

 De maneira análoga, quando os neurônios Wistar foram expostos a condição 

de hipóxia intensa, os níveis de proteínas pré-sinápticas (sinaptofisina e 

sinaptotagmina) eram similares, porém os níveis de PSD95 estavam menores 

(Figuras 53) em relação ao grupo sem tratamento. Nesse caso o aumento de 

vesículas sinápticas não parece refletir numa maior atividade sináptica, pois os 

níveis de PSD95 estão diminuídos (Figuras 53). De fato, resultados na literatura 

mostram que a indução de hipóxia in vitro ou in vivo é capaz de levar a diminuição 



 

181 
 

nos níveis de sinaptofisina (Milash et al., 2016; Yan et al., 2021; Xin et al., 2021) e 

PSD95 (Chen et al., 2006; Xin et al., 2021). Quando os neurônios SHR foram 

submetidos a condição de hipóxia intensa, vemos que há uma diminuição do PSD95 

o que pode estar relacionado a própria indução da hipóxia química, mas 

contraditoriamente, observamos um aumento, em relação ao grupo sem tratamento, 

da sinaptofisina e sinaptotagmina, sugerindo que há mais formação e liberação de 

vesículas, porém, com uma menor atividade sináptica (Figuras 54). 

Ainda, verificamos nesse trabalho que a hipóxia química e neonatal parece 

capaz de aumentar a poda neuronal, já que tanto os neurônios SHR sem tratamento, 

quanto os neurônios controle (Wistar) expostos a hipóxia química intensa, observa-

se um aumento das proteínas plexina B1 e semaforina 3A (Figuras 53 e 54). Um 

screening de 1270 genes utilizando o modelo zebrafish mostrou que a hipóxia é 

capaz de modificar a expressão de genes envolvidos na formação de conexões 

neurais durante o neurodesenvolvimento. Como exemplo houve um aumento das 

proteínas semaforina e a plexina que foi correlacionado com uma diminuição de 

axon guidance molecules (AGMs) (migração dos neurônios e crescimento axonal) 

(Milash et al., 2016; Bonkowsky e Son, 2018). Entretanto, o exato mecanismo pelo 

qual a hipóxia é capaz de alterar a expressão dos genes e níveis de proteínas 

envolvidas no processo sináptico ainda não está elucidado (Bonkowsky e Son, 

2018). Acredita-se que o Hif1α tenha papel nessas modificações. Trabalhos 

utilizando roedores e zebrafish mostraram que as mudanças no desenvolvimento do 

neurônio e atividade sináptica são dependentes do HIF1a e sua cascata de ativação 

(Curristin et al., 2002; Stevenson et al., 2012; Xing et al., 2015). 

Observamos em nossos dados que o NAM, foi um composto que melhora a 

atividade das mitocôndrias Wistar e SHR, portanto testamos o modulador contra os 

efeitos da hipóxia sobre a função neural. Porém, antes disso, verificamos o que o 

tratamento com NAM poderia causar das células por si só. Assim, quando as células 

controle (Wistar) e SHR foram tratadas apenas com o NAM, por 48 horas, vemos um 

aumento nas proteínas de formação e liberação de vesículas, respectivamente 

sinaptofisina e sinaptotagmina, e um aumento na proteína de ancoragem PSD95 

(Figuras 53 e 54). Esse dado sugere que o tratamento com o modulador de SIRTs 

NAM aumenta a transmissão sináptica. De forma interessante, sabemos que o NAM 

promove a acetilação do resíduo de lisina 9 da histona 3 em nossos neurônios 

(Figura 31), e que a acetilação nesse resíduo é ligada a expressão dos genes da 
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sinaptofisina, sinaptotagmina e PSD95 (Ekici, et al., 2008; Xylaki et al., 2019), o que 

poderia explicar os achados.  

 Quando as células Wistar foram previamente tratadas com NAM e expostas a 

hipóxia, vemos que há uma diminuição da sinaptofisina e sinaptotagmina em relação 

ao grupo sem tratamento, exposto somente à hipóxia e ao NAM. Porém, os níveis de 

PSD95 aumentaram em relação aos mesmos grupos (Figuras 53). No caso dos 

SHR, também observamos uma redução da sinaptotagmina e sinaptofisina, em 

relação ao grupo sem tratamento, exposto somente à hipóxia e ao NAM, mesmo 

efeito observado nos Wistar (Figuras 54). Entretanto, no caso da proteína PSD95, 

vemos um aumento em relação ao grupo exposto somente a hipóxia (Figuras 54). 

Esses dados sugerem que há uma melhora na formação e liberação de vesículas 

quando as células foram previamente tratadas com NAM, talvez um efeito protetor 

em relação à hipóxia. No caso da transmissão sináptica, proteína PSD95, nos Wistar 

o tratamento prévio com NAM, aumenta sua capacidade de transmissão, enquanto 

nos SHR parece haver uma normalização, que outrora estava elevada pela hipóxia. 

No caso das proteínas da poda neural, vemos que há uma redução da plexina, 

ligante da semaforina, em todos os casos, o que poderia sugerir um mecanismo 

protetor contra o excesso de pruning. Todavia, há uma escassez de dados na 

literatura sobre esses parâmetros em neurônios primários submetidos a hipóxia 

neonatal e química, portanto, por ora, só podemos inferir no que estaria 

acontecendo; 

 

4.4 Conclusões - Neurônios 

 Ao todo, nossos resultados demonstram, pela primeira vez, uma mudança na 

via metabólica constitucional em neurônios primários de animais SHR, ratos 

submetidos a hipóxia neonatal. Vimos que esses neurônios parecem possuir 

mecanismos compensatórios para lidar com o estado de hipóxia intra uterino, como 

aumento do conteúdo mitocondrial (visto por qPCR) e alteração de proteínas 

importantes para a função neural, o que é extremamente necessário para a atividade 

neuronal e que pode ser correlacionado com os comportamentos neuropsiquiátricos 

do tipo SZ que estes animais apresentam (Figura 56). 

 Esses dados são reforçados quando analisamos os neurônios controle 

submetidos à hipóxia química. Nesse sentido, quando as células que não passaram 

por hipóxia, encontram-se no estado de hipóxia, seu perfil metabólico e as proteínas 
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da função neural, são semelhantes ao grupo hipóxia neonatal (SHR), demonstrando 

que a hipóxia realmente desempenha um papel em ambos os cenários. Além disso, 

quando submetemos os neurônios SHR (hipóxia neonatal) à hipóxia química, alguns 

dos mecanismos que sugerimos ser de compensação metabólica, são desregulados, 

diminuindo a viabilidade celular. Em contrapartida, o tratamento prévio com 

moduladores de SIRTs promove a acetilação de H3K9, o que diminui o estresse 

oxidativo e aumenta a massa mitocondrial aumentando a viabilidade de ambos os 

neurônios (Wistar e SHR). Em relação à função neural, o NAM parece regular a 

formação e liberação de vesículas, bem como ampliar a transmissão sináptica em 

neurônios Wistar e reduzir nos SHR. Ainda, parece haver uma diminuição da poda 

neural. 

Ao todo, a acetilação dessa região (H3K9ac) pode ser um alvo terapêutico 

interessante para neutralizar os danos ocasionados por uma situação de hipóxia, ou 

redução de oxigênio em neurônios. Pelo fato de que a hipóxia pré-natal é um fator 

ambiental relacionado a distúrbios neuropsiquiátricos, como a SZ, o tratamento com 

os moduladores de SIRTs pode também ser considerado uma estratégia terapêutica, 

auxiliando na defesa contra possíveis disfunções mitocondriais (Nalivaeva et al., 

2018; Jones e Thornton, 2022; E Silva et al., 2019; Calió et al., 2020; Liu et al., 

2022). 
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FIGURA 56: Imagem resumo dos resultados encontrados na cultura primária de 

neurônios de animais controle (Wistar) e SHR submetidos a hipóxia química e 

tratadas previamente com os moduladores de SIRTs 

  

Legenda: Setas laranjas indicam as alterações provocadas pela hipóxia neonatal observadas em 
neurônios primários do córtex de animais SHR. Setas vermelhas demonstram as alterações 
provocadas pelas condições de hipóxia química intensa (CoCl2 2 mM) em neurônios Wistar e 
SHR. As setas verdes indicam as alterações provocadas pelo tratamento prévio com os 
moduladores de SIRTs (NAM 50 µM Rsv 0.5 µM e Sir 5 µM) e posterior exposição a hipóxia 
química intensa (CoCl2 2 mM) em neurônios Wistar e SHR. 
 
ADAPTAÇÃO DA FONTE:  Araújo et al., 2021 
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ANEXO A: Neuroesferas 

 Como o desenvolvimento do sistema nervoso central, bem como a própria 

estrutura neuronal, formação e manutenção de sinapses, são dependentes de um 

bom aporte energético e, portanto, dependem da plena função mitocondrial, é de 

suma importância verificar o papel da hipóxia sobre a neurogênese. Tal feito 

começou a ser realizado por meio de uma cultura de neuroesferas. As neuroesferas 

são um sistema em cultura de aglomerados de células-tronco neuronais flutuantes, 

compostas de progenitores neurais, astrocitários e oligodendrocitários, em conjunto 

com um pequeno número de células tronco- multipotentes (Da Silva et al., 2021). 

 O cultivo in vitro de neuroesferas permite a obtenção de uma população 

heterogênea de células progenitoras neurais em vários estágios ao longo do tempo 

de desenvolvimento. As neuroesferas se proliferam de acordo com a apresentação 

de um fator específico, ou seja, são capazes de se diferenciar em neurônios ou 

células gliais de acordo com o estímulo, como exemplo, na presença ou não de fator 

de crescimento epidermal (Walker e Kappermann, 2014). Nesse sentido, 

pretendíamos avaliar o efeito do estímulo da hipóxia sobre os parâmetros de 

proliferação, migração e diferenciação neural, em um conjunto celular que pode 

representar, efetivamente, as diferentes etapas da neurogênese no 

neurodesenvolvimento. 

 No entanto, devido a pandemia do SARs-CoV-2, não conseguimos finalizar 

todos os experimentos com esse modelo celular. Entretanto, conseguimos 

padronizar a cultura de neuroesferas de animais neonatos Wistar e SHR. Para tal, 

extraímos o tecido da zona subventricular (SVZ), uma região de nicho neurogênico 

bem embasada (Walker e Kappermann, 2014) e utilizamos um protocolo proposto 

por Walker e Kappermann em 2014. Nesse sentido, os neonatos foram 

eutanasiados com uma tesoura grande, o cérebro foi extraído e alocado em uma 

placa de petri contendo meio HBSS. Então foi realizado um corte coronal (2 mm), 

anterior ao quiasma óptico, expondo os ventrículos laterais. Em seguida, o tecido foi 

dissecado bilateralmente às paredes dos ventrículos da SVZ e transferido para um 

tubo cônico de 15 ml contendo 5 ml de meio HBSS, sobre o gelo. Após o processo, 

espera-se o tecido decantar e retirar-se o sobrenadante com cuidado, em seguida, 

foi adicionado 1 ml de tripsina 0.5% e o tecido incubado por 30 minutos a 37 °C. 

Logo após o tempo de incubação, a tripsina foi removida e foi adicionado 2 ml de 

meio HBSS para diluir o residual de tripsina e, na sequência, esperou-se o tecido 



 

209 
 

decantar novamente. Após, foi retirado o meio HBSS e adicionado outra vez 2 ml de 

HBSS (segunda etapa de limpeza), novamente, aguardou-se um período para que o 

tecido decanta-se. Em seguida, o HBSS foi removido e pellet ressuspendido (up and 

down, por 40x) em meio de proliferação contendo; DMEMF12 (1x), glutamina (1%), 

penstrep (penicilina 100 ug/ml e estreptomicina - 1%), B27 (2%), EGF (fator de 

crescimento epidérmico - 20 ng/ml), FGF (Fator de crescimento de fibroblastos – 20 

ng/ml) e heparina (5 μg/ml). As células foram cultivadas em frascos T25 cm² em pé, 

onde foram mantidas a 5% de CO2 e 37 °C por 5 dias. 

 Após 5 dias há a formação de neuroesferas e pode-se prosseguir para o 

subcultivo (ou passagem). Nessa etapa é recolhido todo conteúdo do frasco e 

adicionado num tubo cônico de 15 ml e centrifugado a 300 G por 5 minutos a 37 °C. 

Após a centrifugação, o pellet foi exposto a 1 ml tripsina-EDTA 0.25 % por 3 minutos 

a temperatura ambiente, depois foi adicionado 1 ml de inibidor de tripsina soybean 

na concentração de 0.125 mg/ml e o conteúdo centrifugado novamente a 300 G por 

5 minutos a 37 °C. Na sequência o sobrenadante foi removido e foi adicionado 2 ml 

de meio HBSS (37 °C) para limpeza e o conteúdo foi centrifugado novamente a 300 

G por 5 minutos (esse processo foi repetido por 2x). Após a última centrifugação o 

pellet foi ressuspendido em 5 ml de meio de proliferação (up and down, 40x) e 

realizou-se a contagem com uma câmara de Neubauer. Para os experimentos de 

caracterização foram utilizadas 104 células por lamínula. Para os experimentos de 

viabilidade foram utilizadas 5 x 103 células por poço da MW6. No caso das 

lamínulas, houve um revestimento prévio com poli-L-Lisina (Poli-L) 1 mg/ml, 

conforme mencionamos na seção metodologias. No caso das MW, não necessitou 

de revestimento.  

 Após a passagem, esperou-se um período de 48 horas para que houvesse a 

formação dos esferóides e que começasse a aderir ao substrato. Após o tempo, 

decidimos realizar a exposição apenas a hipóxia química moderada (800 µM) por 24 

horas e o tratamento apenas com um de nossos moduladores, a Nicotinamida (NAM 

50 µM) por 48 horas. Nesse caso, foi realizado o tratamento com NAM e, após 24 

horas, foi realizado o tratamento com CoCl2 (800 µM), totalizando 48 horas. Vale 

mencionar que houve condições sem tratamento (Untreated), exposto somente a 

hipóxia química, tratadas apenas com NAM e tratadas previamente com NAM e 

expostas a hipóxia química. Em todos os casos, foram apenas analisadas 

neuroesferas Wistar (representação). 
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 Para os testes de caracterização, as neuroesferas foram cultivadas em 

lamínulas e, após a aderência, foi realizado a técnica de imunofluorescência 

(metodologia ver seção 2.5.1), onde os esferóides foram incubados com o anticorpo 

Nestina (MAB353 RAT-401) (1:500) que marca células precursoras neurais, 

overnight e DAPI (1:10.000) por 10 minutos. Posteriormente, realizou-se a incubação 

com o anticorpo secundário alexafluor 488 (1:750) contra o respectivo animal em 

que o primário havia sido feito. Então, as lamínulas foram fotografadas utilizando o 

microscópio de fluorescência Nikon digital câmera DXM 1200c. Foram fotografas 4 

lamínulas, sendo 4 fotos por lamínula (N = 4, em duplicatas) e a análise foi feita 

contando as células marcadas com DAPI, normalizadas pelas células marcadas com 

Nestina, caso houvesse marcação sobrepostas poderíamos afirmar que nossas 

culturas eram de neuroesferas. Ainda, utilizando o microscópio ZOE Fluorescent Cell 

Imager (Biorad), foi fotografado, como representação, os esferóides nas MW96 e 

MW6, bem como as células aderidas e diferenciadas em neurônios precursores. 

 Para o teste de viabilidade, após o tratamento, analisamos a fluorescência 

total de fotos in vivo dos esferóides nas condições supracitadas expostos a hoescht 

3342 (1 µg/ml por 3 minutos) para marcação nuclear e iodeto de propídeo (5 µg/ml 

por 5 minutos) para marcar células apoptóticas. As fotos foram obtidas com as 

neuroesferas cultivadas na MW6, com o microscópio de fluorescência ZOE 

Fluorescent Cell Imager (Biorad). Para cada condição supracitada havia 4 poços e 

para cada poço foram retiradas 2 fotos (N = 2). Foi analisada a fluorescência total do 

PI em relação à fluorescência total do Hoescht em 100%.  

 Em relação a caracterização, vemos que dos esferóides selecionados para a 

representação, 100% deles estavam positivos para Nestina, que marca neurônios 

precursores, demonstrando que, de fato, nosso protocolo consegue produzir 

neuroesferas (Figura S1). 

 No mesmo sentido, nas fotos obtidas pelo microscópio ZOE, que os 

esferóides aderidos às placas (MW6) começam a se diferenciar em neurônios 

precursores e se espalhar pela placa, novamente confirmando que as esferas eram, 

de fato, neuroesferas compostas de precursores neurais (Figura S2). 

 Ainda, podemos observar nesse teste de padronização que as neuroesferas 

Wistar após a exposição à hipóxia química moderada (800 µM) apresentam um 

significante do sinal de PI em relação ao grupo sem tratamento (Untreated) (Figura 

S3). No mesmo sentido, quando as células foram previamente tratadas com NAM e 
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expostas a hipóxia, vemos um aumento do sinal do PI, também significante, em 

relação ao grupo sem tratamento. Entretanto, não houve diferenças entre o grupo 

sem tratamento e exposto somente ao NAM (50 µM) e, houve uma redução 

significativa do sinal do PI no grupo previamente tratado com NAM e exposto à 

hipóxia química moderada (Figura S3). Esses dados preliminares indicam que o 

tratamento prévio com NAM é capaz de proteger as neuroesferas da morte celular 

(Figura S3 e S4)  
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Figura S1: Representação da caracterização das neuroesferas Wistar com anticorpo 

Nestina e DAPI 

  

Legenda: Imunofluorescência foi realizada com anticorpo Nestina para marcação de neurônios 
precursores 1:500 (verde) e DAPI para a marcação do núcleo celular 1:10.000 (azul). Imagens 
adquiridas com a objetiva de 20x (escala de 100 µM). (A) Representação da imunofluorescência. 
Primeira fileira, representação do DAPI, segunda fileira representação da Nestina e terceira fileira 
representação do merge entre o Nestina e MAP2. 
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Figura S2: Representação das neuroesferas Wistar após subcultivo 

  

A 

B 

Legenda. (A) neuroesferas cultivadas na MW96 (5 x 103 células por poço). (B) neuroesferas 
cultivadas na MW6 (104 células por poço). As fotos foram obtidas com o microscópio de 
fluorescência ZOE Fluorescent Cell Imager (Biorad) na escala de 100 µM. 
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Figura S3: Representação do teste de viabilidade com Hoescht 3342 e iodeto de 

propídeo (PI). Neuroesferas Wistar sem tratamento, expostas somente a hipóxia 

química moderada (800 µM) por 24 horas, tratadas apenas com NAM (50 µM) por 48 

horas e previamente tratadas com NAM (48 horas) e expostas a hipóxia (NAM + Hi, 

24) 
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Legenda: As fotos foram obtidas com as neuroesferas cultivadas na MW6, com o microscópio de 
fluorescência ZOE Fluorescent Cell Imager (Biorad) escala de 50 µM. Primeira fileira, 
representação do Hoescht 3342, segunda fileira representação do PI e terceira fileira 
representação do merge entre o Hoescht e PI. 
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Figura S4: Representação gráfica do teste primário de viabilidade com neuroesferas 

Wistar 
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ANEXO B: Padronização da co-cultura entre neurônios e astrócitos 

 Pelo fato de que a teoria do neurodesenvolvimento relaciona fatores 

ambientais e epigenéticos à etiologia da SZ, e pela verificação de que a cascata de 

hipóxia está envolvida no processo de disfunção mitocondrial nos astrócitos (células 

gliais de suma importância para o desenvolvimento neuronal) (E Silva et al., 2019), 

se faz necessário investigar o papel da hipóxia também em neurônios e em uma co-

cultura (neurônio–astrócito). A importância da cultura celular mista está no fato de 

que para o compreendimento da função neural e de seu metabolismo energético, 

bem como do efeito de uma situação de estresse como a hipóxia, a conectividade 

entre as células deve ser mantida, mimetizando ao máximo o ambiente cerebral (já 

que esses são os 2 principais tipos celulares). Entretanto, devido a pandemia do 

SARs-CoV-2 não conseguimos realizar os experimentos que gostaríamos, assim, 

realizamos apenas testes de padronização e caracterização do protocolo de cultura. 

 O método utilizado para a obtenção da co-cultura foi baseado em dados 

prévios da literatura (Scorisa et al., 2010) e adaptações feitas pelo nosso grupo. 

Resumidamente, os astrócitos e os neurônios foram cultivados conforme 

mencionado na seção metodologias. Então, após a confluência dos astrócitos e o 

processo de tripsinização, as células foram previamente cultivadas em lamínulas de 

13 mm revestidas com Poli-D (ver seção metodologias) e mantidas na incubadora. 

Então, após a cirurgia, extração e dissociação dos neurônios, conforme mencionado 

na seção metodologia respectiva, foi adicionado 50% do volume de astrócitos 

contidos nas lamínulas, de neurônios, ou seja, se a lamínula continha 100.000 

astrócitos, seria adicionado 50.000 neurônios. Após a adição dos neurônios, o meio 

de cultivo foi trocado para neurobasal suplementado com gentamicina (50 μg/ml), 

B27 (1,5%), glutamina (1,5 mM) e soro fetal bovino (1%). O meio foi trocado a cada 

3 dias e o período total da cultura após a adição dos neurônios foi de 6 dias. Assim 

sendo, quando observamos que os neurônios começaram a se espalhar pelos 

astrócitos, a co-cultura foi utilizada para a caracterização, parte do processo de 

padronização que foi realizado até então (Figura S5). 

 Podemos observar na figura S5 B, que é a representação gráfica da co-

cultura com células Wistar, que aproximadamente 50% da cultura era composta de 

astrócitos e de neurônios. No caso da figura S5 C, que é a representação gráfica da 

co-cultura de células SHR, vemos que 36,9% eram compostas de neurônios e 58% 

de astrócitos.  
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Figura S5: Caracterização da co-cultura entre neurônios e astrócitos 
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Legenda: Imunofluorescência foi realizada com anticorpo MAP2 para marcação de neurônios 
maduros 1:500 (verde); S100β (1:500) para marcação dos astrócitos e DAPI para a marcação do 
núcleo celular 1:10.000 (azul). Imagens adquiridas com a objetiva de 20x (escala de 100 µM). (A) 
Representação da imunofluorescência, (B) gráfico de barras representativo da co-cultura com 
neurônios e astrócitos Wistar. (C) gráfico de barras representativo da co-cultura com neurônios e 
astrócitos SHR. (N = 2). Dados representados em média ± desvio padrão e normalizados em 
porcentagem pela quantidade total da marcação nuclear com DAPI (1:10.000). 
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ANEXO C: Projeto de Colaboração 

 Ao observar os resultados obtidos com o uso do modulador Nicotinamida 

(NAM) sobre a função mitocondrial dos animais SHR, fizemos um projeto de 

colaboração com a Drª. Elena Seranova formada pela Universidade de Birmingham 

e CEO da empresa NMN Bio® para investigar, in vivo, se o composto nicotinamide 

mononucleotide (NMN) (substrato da metabolização de NAM) é capaz de melhorar a 

função mitocondrial, bem como reverter o comportamento do tipo esquizóide 

apresentado pelos animais SHR. Desta forma, poderemos esmiuçar a participação 

da disfunção mitocondrial, oriunda da hipóxia, com os comportamentos alterados 

apresentados pelos animais SHR, além de propor um tratamento à base de um 

suplemento alimentar amplamente utilizado. O projeto foi avaliado e aprovado pela 

comissão de ética em pesquisa com animais da USP com um adendo ao CEUA 

(7646061120). 

 O NMN é um suplemento alimentar que tem se mostrado eficaz como uma 

fonte de NAD+ melhorando a função mitocondrial. O NAD+ é produzido pela reação 

ciclo enzimática da conversão de NAM para NMN para NAD+ pela enzima 

nicotinamide mononucleotide adenylyltransferase (NMNAPT). O NAD+ é um 

metabólito vital necessário para mais de 500 reações enzimáticas, e a sua 

diminuição tem sido relacionado com uma gama de desordens psiquiátricas, 

incluindo a SZ. Vale dizer que perante uma situação de hipóxia, há um aumento da 

oxidação do NAD+ para NADH, diminuindo seus níveis (Fuhrmann e Brune, 2017).  

 O tratamento com NMN (grau de pureza 99,8%) foi realizado via gavagem, 

uma vez que os suplementos alimentares a base desse composto são utilizados por 

via oral, por 30 dias consecutivos, 1 vez ao dia, na concentração de 250 mg/kg 

(concentração previamente estabelecida em estudos anteriores, Naia et al., 

2017a,b). Desta maneira, poderemos estabelecer uma correlação entre os achados 

e a via de administração.  

 Foram solicitados inicialmente 12 animais (de um total de 24 aprovados pelo 

CEUA), sendo 6 Wistar e 6 SHR, para o teste inicial. Os animais solicitados tinham 2 

meses de vida e o início do tratamento foi no 3º mês, dando um mês para a 

adequação do animal no biotério novo, bem como é o período em que os animais 

SHR começam a apresentar os comportamentos relacionados com a SZ (Peres et 

al., 2018). Os ratos Wistar são animais amplamente utilizados para experimentação 

e possuem todos seus hábitos, comportamentos e boa parte do genoma conhecidos, 
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tornando assim mais fácil realizar comparações e correlações entre os achados 

comportamentais e moleculares. Já os animais SHR, são amplamente utilizados 

como modelos de hipóxia intrauterina e SZ, também tendo seu genoma conhecido, 

bem como hábitos e comportamentos. Os animais SHR são conhecidos como 

modelo de SZ, pois apresentam hiper locomoção (relacionado aos sintomas 

positivos da SZ), déficit de interação social (relacionado aos sintomas negativos da 

SZ), e déficits nos testes de memória aversiva (relacionados aos sintomas cognitivos 

da SZ) (Niigaki et al., 2019). Nesse sentido, realizamos esse teste primário e assim 

poderíamos verificar, realmente, se o composto alterava o comportamento dos 

animais.  

 Portanto, os testes comportamentais foram realizados quando os animais 

atingiram 4 meses de vida sendo:  

1. campo aberto (Figura S6), para avaliar o comportamento exploratório dos 

animais, onde analisamos a quantidade de locomoção total (Figura S6 A), 

quantidade de levantamentos (Figura S6 B), quantidade de locomoção 

periférica (Figura S6 C) e locomoção central (Figura S6 D), bem como o 

tempo de imobilidade total (Figura S6 E).  

2. interação social (Figura S7), para a verificação do comportamento social, 

onde analisamos locomoção total (Figura S7 A), quantidade de levantamentos 

(Figura S7 B), interação ativa (Figura S7 C), interação passiva (Figura S7 D) e 

interação total (Figura S7 E). 

3. tarefa de medo condicionado ao contexto, para verificação da memória 

aversiva, onde analisamos o tempo de freezing (Figura S8 A) após o estímulo 

aversivo.  

 Com esses resultados, conseguimos por ora, observar que há uma 

diminuição na locomoção total no teste de campo aberto (Figura S6 A) e uma 

tendência de aumento no tempo de freezing no teste de medo condicionado ao 

contexto (Figura S8) dos animais SHR tratados com NMN, porém não há 

significância estatística. Portanto, para conseguirmos concluir o projeto e analisar 

minuciosamente os resultados precisamos aumentar nosso N experimental. No 

mesmo sentido, todos esses animais foram eutanasiados e os tecidos cerebrais 

foram coletados para analisar proteínas e genes envolvidos no metabolismo e 

dinâmica mitocondrial. 
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Figura S6: Projeto de Colaboração – Teste de Campo Aberto 

 

  

Legenda: (A) gráfico de barras representativo da análise de locomoção total. (B) gráfico de barras 
representativo da análise de levantamentos. (C) gráfico de barras representativo da análise de 
locomoção periférica. (D) gráfico de barras representativo da análise de locomoção central. (E) 
gráfico de barras representativo da análise de tempo de imobilidade. (N = 6). 
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Figuras S7: Projeto de Colaboração – Teste de interação social  

 

  

Legenda: (A) gráfico de barras representativo da análise de locomoção total. (B) gráfico de barras 
representativo da análise de levantamentos. (C) gráfico de barras representativo da análise de 
interação ativa. (D) gráfico de barras representativo da análise de interação passiva. (E) gráfico de 
barras representativo da análise de interação total. (N = 6). 
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Figura S8: Projeto de Colaboração – Teste de medo condicionado ao contexto 
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Figura S3: gráfico de barras 
representativo da análise do tempo de 
freezing após o tratamento com NMN 
ou Salina. Gráfico de barras (N = 6). 
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ANEXO D: Programa Rutherford Fellowship – Estágio na Universidade de 

Birmingham 

 Em 2019, durante o período de 30 dias, fui contemplado com a bolsa do 

programa Rutherford Fellowship para realizar um estágio na Universidade de 

Birmingham, United Kingdom (UK), no Instituto de Ciências sobre Câncer e 

Genômica, no laboratório do professor Dr. Sovan Sakar onde realizei diversos 

experimentos relacionados ao processo de autofagia celular.  

 O programa Rutherford fornece financiamento para oferecer bolsas de curto 

prazo que se baseiam em aprimorar as parcerias estratégicas globais entre 

universidades. Durante o período de estágio foi avaliado diversos parâmetros 

mitocondriais, como MMP, homeostase de cálcio e homeostase redox, bem como 

níveis de ATP e ADP e a razão NAD+/NADH, em amostras de células embrionárias 

humanas (hESCs) controle e hESCs com a falta do gene codificador da proteína 

autophagy related protein 6 (ATG 6). Bem como, os mesmos parâmetros foram 

analisados em amostras neurônios IPS derivados de pacientes com a doença de 

Niemann-Pick. Essas análises geraram diversos resultados e um artigo em preprint 

na Cell Press denominado de Nad+ depletion mediates cytotoxicity in human neurons 

with autophagy deficiency 

 

Preprint (CELL PRESS): Sun, Congxin and Seranova, Elena and Cohen, Malkiel A. 

and Chipara, Miruna and Roberts, Jennie and Palhegyi, Adina M. and Acharjee, 

Animesh and Sedlackova, Lucia and Kataura, Tetsushi and Otten, Elsje G. and 

Panda, Prashanta K. and Kauffman, Kevin J. and Huerta-Uribe, Alejandro and 

Zatyka, Malgorzata and Silva, Luiz F.S.E. and Torresi, Jorge and Zhang, Shupei and 

Ward, Carl and Kuechler, Erich R. and Cartwright, David and Trushin, Sergey and 

Trushina, Eugenia and Sahay, Gaurav and Buganim, Yosef and Lavery, Gareth G. 

and Gsponer, Joerg and Anderson, Daniel G. and Rosenstock, Tatiana R. and 

Barrett, Timothy and Maddocks, Oliver D.K. and Tennant, Daniel A. and Wang, Haoyi 

and Jaenisch, Rudolf and Korolchuk, Viktor I. and Sarkar, Sovan, NAD Depletion 

Mediates Cytotoxicity in Human Neurons With Autophagy Deficiency. Available at 

SSRN: https://ssrn.com/abstract=4052958 or http://dx.doi.org/10.2139/ssrn.4052958. 
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Figura S9: Carta de confirmação de estágio do professor Sovan Sakar 

 

 


