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[ INTRODUCAO / OBJETIVO ] [ RESULTADOS ]
Ha séculos, o ozbénio (O3) vem sendo utilizado como auxiliar no A MTT OZONIO
tratamento de doencas. Nos ultimos anos, as publicacGes cientificas sobre esse 07
assunto vém crescendo de forma consideravel, assim como esclarecimentos Bt pf 1 abe abc
I 2

sobre seus mecanismos de atuacao. Hipoteses relacionam seus efeitos a um
estresse oxidativo chamado de transitorio, ou seja, ao estimular o sistema
oxidativo ele também promove efeitos antioxidantes, mostrando-se uma
molécula com efeito dual.

Considerando que ndo ha um consenso até o0 momento sobre o0s
mecanismos bioquimicos do ozb6nio, esse trabalho teve como objetivo avaliar
seu perfil de seguranca em diferentes tempos e concentracoes de exposicao em

células gliais da linhagem BV-2.

[ MATERIAL E METODOS ]

Cultivo celular e ensaio de viabilidade celular

Ve

4 Células de microglia BV-2 \

Cultivadas em garrafao

Mantidas a 37°C em atmosfera Meio}
umidificada contendo 5% de CO2 RPMI

- 10% soro fetal bovino
- 1% antibidtico

Placas de 96 pocos

Confluéncia de 90%

24h de cultivo
Plagueamento l

Exposicao das células ao
0z6nio solubilizado em meio
de cultura

Aspiragdoe  «— Reagente de MTT por 40 min

Ensaio de viabilidade celular leituraa 517 nm

Liberacao de ERO e ON

1ha 37°C ) o~ .
— Fluorescéncia

medida com taxas de
excitacdo emissao

Reagente
adicionado a placa
de 96 pocos com
células tratadas

Quantificacdo de dsDNA

S
< ——— Tratamentos e periodos de
incubacao
Sonda fluorescente
Quant-iT™ PicoGreen l

80 uLde T.E. Buffer 1X + 10 yL
de reagente PicoGreen

|

Incubacédo a temperatura
ambiente por 5 minutos e
sob protecéo de luz

Analise estatistica

SPSS, versao 22.0 para Windows (SPSS inc., Chicago, IL), comparacdes intra e entre os grupos foram calculadas

pela analise de variancia ANOVA e poés-teste de Tukey. Os resultados foram considerados estatisticamente
significativo se p < 0,05

[ RESULTADOS ]

O ensaio de MTT foi utilizado para quantificar a acdo na viabilidade
celular da microglia de diferentes concentracGes de 0zOnio solubilizado. Os
resultados demonstram que a concentracao de 12 pg/mL apresenta a melhor
porcentagem de viabilidade, os dados representam um aumento de 23% da
viabilidade quando comparado ao controle. Todas as outras concentracoes
testadas mostraram um aumento da viabilidade celular ou ficaram muito préximas

ao controle, como mostra a figura 1.
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Figura 1. Efeito do ozbnio sobre a viabilidade celular na linhagem BV-2 tratadas com diferentes
concentracdes de ozoénio (0, 5, 12, 20, 40 e 70 pg/mL).

PICOGREEN 0ZONIO Em sequéncia, para avaliacao de
A'E"" possiveis danos a membrana nuclear causado
;nu T T '|' pelo ozonio, o ensaio de PicoGreen® foi utilizado
E (figura 2). De acordo com os dados encontrados e
g 50 tabulados na figura, nenhuma diferenca
g
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significativa foi encontrada na quantificacdo de
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Figura 2. Quantificagcdo de dsDNA livre na linhagem BV-2 tratadas com diferentes concentracées de ozo6nio (0, 5, 12,
20, 40 e 70 pg/mL).
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enquanto as concentracbes de 40 e 70 pg/mL
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Figura 3. Efeito do o0zbnio sobre os niveis de Oxido nitrico (ON) na linhagem BV-2 tratadas com diferentes
concentracdes de ozb6nio (0, 5, 12, 20, 40 e 70 pg/mL).

Quanto a verificacdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO),
observou-se que nao houve diferenca significativa nesse marcador nas
concentracoes testadas em relacéo ao controle.
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Figura 4. Efeito do ozbnio sobre as espécies reativas de oxigénio (ERO) na linhagem BV-2 tratadas com diferentes
concentragdes de ozonio (0, 5, 12, 20, 40 e 70 pg/mL)

[ CONSIDERACOES FINAIS ]

Frente a isso, sugere-se que o efeito do 0zonio no metabolismo redox é
complexo e depende de diversos fatores, sendo necessarios mais estudos para
elucidar de forma mais clara a acao do ozonio em diferentes tipos de células e em

diferentes condicOes experimentais.
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