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RESUMO

A microglia é a célula imune inata residente predominantemente encontrada no parénquima
cerebral. Entre suas fungfes, destacam-se a producdo e liberacdo de mediadores capazes de
regular o estado neuroinflamatorio do sistema nervoso central (SNC). Modular a funcédo
microglial pode ser relevante para doencas do SNC cuja etiologia € associada a
neuroinflamacdo. Uma das moléculas mais estudadas nesse contexto € o resveratrol. Neste
artigo, foram revisados os principais mecanismos moleculares de modulacdo microglial pelo
resveratrol. A literatura indica que o resveratrol promove a inibicdo de mediadores gliotdxicos
e estimulacdo de mediadores glioprotetores. Isto se deve, potencialmente, a sua modulacéo
sobre o fator nuclear kappa B (NF-«B) e inflamassoma NLRP3 (do inglés NOD-, LRR- and
pyrin domain-containing protein 3), que sdo mediadores upstream da producéo de citocinas
e/ou ativacao de caspases. Além disso, o resveratrol ¢ ativador de sirtuina 1 (SIRT1), Nrf2 (do
inglés nuclear factor erythroid 2-Related factor 2) e proteina cinase ativada por AMP (AMPK).
Neste sentido, o resveratrol é capaz de modular a morfofuncionalidade das células microgliais,
sendo assim considerado um agente glioprotetor. Por este motivo, investiga-se cada vez mais
seu potencial em terapias que tenham a glia - em especial a microglia - como alvo celular,
processo alcunhado como glioterapia.

Palavras-chave: glioprotecdo; glioterapia; microglia; neuroinflamacao; resveratrol.



ABSTRACT

Microglia are the predominant innate resident cells in the cerebral parenchyma. Its functions
include the production and release of mediators capable of regulating the neuroinflammatory
status of the central nervous system (CNS). Modulating the microglial function could be
relevant to neurological diseases, which etiology is associated with neuroinflammation. In this
context, one of the most studied molecules is resveratrol. In this review, the main effects and
molecular mechanisms by which resveratrol modulates morphofunctional properties of
microglia were reviewed. The literature indicates that resveratrol promotes the inhibition of
gliotoxic and stimulation of glioprotective mediators. This effect happens due to its modulation
on nuclear factor kappa B (NF-xB) and NOD-, LRR- and pyrin domain-containing protein 3
inflammasome (NLRP3), which are upstream mediators of the production and/or activation of
cytokines and caspases. Resveratrol also induces the gene expression of sirtuin 1 (SIRT1),
nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) and AMPK-activated protein kinase (AMPK).
Due to its protective and/or preventive effects in microglial cells, resveratrol has been
considered a glioprotective compound. Thus, its role in therapies focusing on glial cells —
particularly microglia — as therapeutic targets (event known as gliotherapy) should be
investigated.

Keywords: glioprotection; gliotherapy; microglia; neuroinflammation; resveratrol.
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1 INTRODUCAO COMPREENSIVA

O sistema nervoso central (SNC) é subdividido nas seguintes estruturas anatdémicas:
cérebro, cerebelo, tronco cerebral e medula espinhal (BEAR et al., 2016). Ele é funcionalmente
associado ao recebimento e coordenacdo de respostas acerca de estimulos proprioceptivos e
externos ao corpo (BEAR et al., 2016). A nivel celular, o SNC é composto por dois grupos de
células altamente especializadas: os neurdnios e as células gliais (BEAR et al., 2016).

As células gliais sdo subdivididas em dois grandes grupos distintos, com
particularidades de origem embrionaria, morfologia e fungdes celulares: (1) macroglia
(composta por astrdcitos, oligodendrécitos e polidendrdcitos) e (2) microglia (JAKEL &
DIMOQU, 2017). As células microgliais sdo associadas a inumeras fungbes do SNC, como
imunovigilancia, neurogénese, sinaptogénese, fagocitose de debris celulares e secrecdo de
fatores reguladores do estado neuroinflamatorio e oxidativo (KETTENMANN et al., 2013).
Sdo também células cuja ativacdo é sensivel a diversos estimulos de origens proprias e ndo-
préprias, incluindo citocinas, quimiocinas e peptideos (KIERDORF & PRINZ, 2013). Por esse
motivo, a microglia tem tido o seu papel progressivamente explorado tanto em condi¢6es
fisioldgicas quanto patolégicas em diversos modelos experimentais in vivo e in vitro (FATOBA
et al., 2020).

Nos anos 2000, devido ao seu reconhecido efeito em macréfagos periféricos, a molécula
denominada resveratrol passou a ser investigada também quanto a sua acdo em parametros
bioguimicos microgliais (LORENZ et al., 2003). O potencial terapéutico do resveratrol vem
sendo explorado como alternativa protetora e/ou preventiva em diversas patologias
neuroldgicas (BERMAN et al., 2017), particularmente as associadas a neuroinflamacéo e,
consequentemente, a microglia (SALTER & STEVENS, 2017). E sugerido que o resveratrol, a
partir da modulacdo de vias de sinalizacdo que regulam o estado inflamatério, o balango
energético e a resposta celular ao estresse oxidativo em células microgliais, pode exercer efeito
neuroprotetor (BASTIANETTO et al., 2015). Este efeito sobre as células gliais visando sua
preservacdo morfofuncional, e com consequente impacto em todas as células do SNC, tem sido
nomeado de “glioprote¢do” (QUINCOZES-SANTOS et al., 2021).


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fncel.2017.00024/full
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fncel.2017.00024/full
https://www.cell.com/neuron/fulltext/S0896-6273(12)01162-2?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS0896627312011622%3Fshowall%3Dtrue
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1347861320300682?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1347861320300682?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S108986030300079X
https://www.nature.com/articles/s41698-017-0038-6
https://www.nature.com/articles/nm.4397
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925443914002920?via%3Dihub
https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs12035-021-02574-9
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1.1 JUSTIFICATIVA

A microglia € um tipo de célula glial extremamente relevante para a sintese e liberacao
de diversos mediadores inflamatdrios e redox celulares. Considerando que a neuroinflamacao
e 0 estresse oxidativo sdo elementos fundamentais da patofisiologia de inimeras doencas do
SNC, a modulagdo da morfofuncionalidade microglial é atualmente estudada em modelos
experimentais. Neste sentido, esta revisao bibliografica visa compilar informacdes relevantes
para descrever os efeitos e 0s mecanismos celulares através dos quais a molécula de resveratrol
pode modular a morfofuncionalidade de células microgliais, focando no potencial glioprotetor

do resveratrol sobre estas células.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Este trabalho de conclusdo de curso (TCC) tem por objetivo revisar bibliograficamente
a literatura cientifica em diferentes bases de dados (PubMed, Portal de Peridédicos CAPES,
SciELO, Scopus, Google Scholar e Web of Science) visando revisar a acdo do resveratrol na

modulacdo das células microgliais.

1.2.2 Objetivos especificos

l. Descrever as caracteristicas morfofuncionais das células microgliais;

Il. Revisar conceitos gerais sobre o resveratrol;

I Revisar mecanismos celulares e evidéncias in vitro e in vivo da acdo glioprotetora
do resveratrol nas células microgliais;

IV.  Analisar o potencial glioterapéutico do resveratrol em células microgliais.
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ABSTRACT

Microglia are the predominant innate resident cells in the cerebral parenchyma. Its functions
include the production and release of mediators capable of regulating the neuroinflammatory
status of the central nervous system (CNS). Modulating the microglial function could be
relevant to diseases which etiology is associated with neuroinflammation. In this context, one
of the most studied molecules is resveratrol. In this review, the main effects and molecular
mechanisms by which resveratrol modulates morphofunctional properties of microglia were
reviewed. The literature indicates that resveratrol promotes the inhibition of gliotoxic and
stimulation of glioprotective mediators. This effect happens due to its modulation on nuclear
factor kappa B (NF-xkB) and NOD-, LRR- and pyrin domain-containing protein 3
inflammasome (NLRP3), which are upstream mediators of the production and/or activation of
cytokines and caspases. Resveratrol also induces the gene expression of sirtuin 1 (SIRT1),
nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) and AMPK-activated protein kinase (AMPK).
Due to its protective and/or preventive effects in microglial cells, resveratrol has been
considered a glioprotective compound. Thus, its role in therapies focusing on glial cells —
particularly microglia — as therapeutic targets (event known as gliotherapy) should be
investigated.

Keywords: glioprotection; gliotherapy; microglia; neuroinflammation; resveratrol.

RESUMO

A microglia é a célula imune inata residente predominantemente encontrada no parénquima
cerebral. Entre suas funcfes, destaca-se a producdo e liberacdo de mediadores capazes de
regular o estado neuroinflamatorio do sistema nervoso central (SNC). Modular a funcédo
microglial pode ser relevante para doencas do SNC cuja etiologia € associada a
neuroinflamacdo. Uma das moléculas mais estudadas nesse contexto é o resveratrol. Neste
artigo, foram revisados os principais mecanismos moleculares de modulacdo microglial pelo
resveratrol. A literatura indica que o resveratrol promove a inibicdo de mediadores gliotdxicos
e estimulacdo de mediadores glioprotetores. Isto se deve, potencialmente, a sua modulacao
sobre o fator nuclear kappa B (NF-kB) e inflamassoma NLRP3 (do inglés NOD-, LRR- and
pyrin domain-containing protein 3), que sdo mediadores upstream da producdo de citocinas
e/ou ativacao de caspases. Além disso, o resveratrol é ativador de sirtuina 1 (SIRT1), Nrf2 (do
inglés nuclear factor erythroid 2-Related factor 2) e proteina cinase ativada por AMP (AMPK).
Neste sentido, o resveratrol é capaz de modular a morfofuncionalidade das células microgliais,
sendo assim, considerado um agente glioprotetor. Por este motivo, investiga-se cada vez mais
seu potencial em terapias que tenham a glia - em especial a microglia - como alvo celular,
processo alcunhado como glioterapia.

Palavras-chave: glioprotecéo; glioterapia; microglia; neuroinflamacéo; resveratrol.
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1. Introducéo

O sistema nervoso central (SNC) é celularmente composto pelos neurénios e pelas
células gliais, as quais sdo subdivididas em dois grandes grupos: macroglia (astrocitos,
oligodendrocitos e células progenitoras de oligodendrocitos) e microglia, sendo cada tipo
celular bem definido quanto as suas particularidades embrionarias, morfolégicas e funcionais
(JAKEL & DIMOU, 2017). A microglia, tém tido o seu papel progressivamente explorado tanto
em condigdes fisioldgicas, quanto patoldgicas, em diversos modelos experimentais in vivo e in
vitro (FATOBA et al., 2020).

A molécula “resveratrol” apresenta importantes efeitos biologicos, e desde os anos
2000, passou a ser investigada também quanto ao seu efeito modulador sobre parametros
microgliais (LORENZ et al., 2003), sobretudo no contexto prevencdo ou tratamento de
patologias neuroldgicas associadas a neuroinflamacdo (BERMAN et al., 2017; SALTER &
STEVENS, 2017). O resveratrol é capaz de modular a funcionalidade microglial frente a
estimulos pro-inflamatérios que podem participar da patogénese de diversas doencas do SNC
(BASTIANETTO etal., 2015). Este efeito modulador em células gliais visando sua preservacao
morfofuncional, e que pode impactar outras células neurais, tem sido nomeado de
“glioprote¢do” (QUINCOZES-SANTOS et al., 2021).

Considerando o exposto acima, este artigo visa revisar os principais efeitos do
resveratrol sobre células microgliais, focando no potencial glioprotetor desta molécula. Para
isso, 0s principais topicos desta revisdo incluem: i) descricdo da morfofuncionalidade
microglial; ii) resveratrol; iii) efeitos e principais mecanismos glioprotetores do resveratrol em
microglia; e iv) potencial papel do resveratrol na glioterapia. Foram analisados 148 artigos a
partir da pesquisa dos termos “microglia”, “resveratrol”, “glioprotection”, “neuroprotection”
e “neuroinflammation” nas bases de dados PubMed, Google Scholar, Scopus, SciELO, Portal
de Periodicos CAPES e Web of Science.

2. Morfofuncionalidade das células microgliais no SNC

Em 1919, o cientista espanhol Pio del Rio-Hortega publicou quatro artigos que
descreveram pela primeira vez, em detalhes, protocolos para identificagdo, morfologia, origem
embrionaria e funcBes celulares de células microgliais, marcando assim a grande explosao
cientifica dessas células (SIERRA et al., 2016).

2.1. Func¢des microgliais

A microglia é definida atualmente como a célula fagocitaria mais abundante residente
do SNC (COLONNA & BUTOVSKY, 2017; BACHILLER et al., 2018). Funcionalmente, a
microglia pode estar associada a fungdes relevantes desde o neurodesenvolvimento embrionario
até o cérebro adulto (COLONNA & BUTOVSKY, 2017; LENZ & NELSON, 2018). As
diversas fungdes microgliais incluem (KETTENMANN et al., 2013): (a) imunovigilancia
dindmica, modificada a partir de seus fenotipos celulares “vigilante” e “reativo”; (b)
participacdo na neurogénese e sinaptogénese; (c) regulacdo da densidade, conectividade e
plasticidade sindpticas, via poda sinaptica; (d) secrecdo de moléculas moduladoras das células
adjacentes; (e) fagocitose de debris celulares e (f) regulagcdo do estado inflamatorio do SNC,
produzindo e liberando mediadores inflamatorios, a partir de respostas a estimulos danosos
proprios ou ndo proprios.

2.2. Ativacao e heterogeneidade microglial

Por ser uma célula sensivel a presenca de estimulos nocivos exdgenos ou endogenos,
em resposta a estes, ela modifica sua morfologia e expressdo génica - processo este conhecido
como “reatividade microglial” (KETTENMANN et al., 2011). O grupo de genes que codificam


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fncel.2017.00024/full
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1347861320300682?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S108986030300079X
https://www.nature.com/articles/s41698-017-0038-6
https://www.nature.com/articles/nm.4397
https://www.nature.com/articles/nm.4397
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925443914002920?via%3Dihub
https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs12035-021-02574-9
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/glia.23046
https://www.annualreviews.org/doi/10.1146/annurev-immunol-051116-052358
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fncel.2018.00488/full
https://www.annualreviews.org/doi/10.1146/annurev-immunol-051116-052358
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2018.00698/full
https://www.cell.com/neuron/fulltext/S0896-6273(12)01162-2?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS0896627312011622%3Fshowall%3Dtrue
https://journals.physiology.org/doi/full/10.1152/physrev.00011.2010
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elementos do aparato sensorial microglial ¢ denominado “sensoma”. Compdem a
heterogeneidade do sensoma microglial os receptores reconhecedores de padroes (PRRs), 0s
receptores de citocinas e quimiocinas, entre outros (HICKMAN et al., 2013; KIERDORF &
PRINZ, 2013). Estes genes expressam proteinas localizadas na membrana plasmatica e/ou
citosol e, por isso, a reatividade microglial é sensivel a diversos estimulos enddgenos (proprios)
e exdgenos (ndo-proprios), como DAMPs (do inglés Damage-Associated Molecular Patterns)
e PAMPs (do inglés Pathogen-Associated Molecular Patterns) (KIELIAN, 2006;
KETTENMANN et al., 2011).

A microglia também pode ser identificada no SNC de mamiferos a partir de marcadores
classicos, que sdo expressos exclusivamente por células microgliais: Ibal (do inglés ionized
calcium binding adaptor molecule 1), TREM2 (do inglés triggering receptor expressed on
myeloid cells 2) (MOTA et al., 2020; WANG et al., 2020) e, em humanos, Siglec-11 (do inglés
Sialic acid-binding Ig superfamily lectin 11) (HANE et al., 2021). Seu perfil de reatividade foi
inicialmente dividido em um sistema binério de polarizacdo (BACHILLER et al., 2018): M1
(microglia pro-inflamatdria) e M2 (microglia anti-inflamatoria), dois fenotipos opostos. Em
modelos de cultura celular primaria, a microglia pro-inflamatdria costuma ter seu perfil secretor
associado a producdo e liberacdo de mediadores inflamatdrios neurotoxicos como a enzima
Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), espécies reativas de oxigénio (ERO), espécies reativas
de nitrogénio (ERN) e citocinas como interleucina 1 beta (IL-1p), fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), entre outros (CARNIGLIA, 2017; BACHILLER et al., 2018). Ja a microglia anti-
inflamatoria costuma ser tradicionalmente associada as interleucinas 4 e 10, além do fator de
crescimento transformador beta (TGF-), fator de crescimento semelhante a insulinatipo 1 e a
enzimaarginase 1, associados a neuroprotecdo (CHERRY et al., 2014; LEE et al., 2014; SALVI
etal., 2017).

Embora ainda possa ser encontrada na literatura cientifica atual, a veracidade bioldgica
destas divisOes e associagOes passou a ser questionada, pois avancos nas tecnologias de
sequenciamento de genoma, transcriptoma e analises de células Unicas permitiram identificar
uma ampla heterogeneidade microglial em seus estados reativos e vigilantes (RANSOHOFF,
2016). Sua expressdo génica pode variar de acordo com a localizagdo no SNC, o estagio do
neurodesenvolvimento, seu perfil protedmico e transcriptdmico, além dos tipos e niveis de
insultos detectados (RANSOHOFF, 2016). E proposto que os horménios sexuais também
influenciam o transcriptoma microglial desde sua producdo neonatal, provocando um
dimorfismo sexual que se estende pela fase adulta (VILLA et al., 2018; STRATOULIAS et al.,
2019). Esta heterogeneidade microglial é capaz de interferir em suas propriedades bioquimicas
e eletrofisioldgicas, na sua resposta a um determinado estimulo (STRATOULIAS et al., 2019)
e em suas interacdes com neurdnios e células gliais circundantes (GERTIG & HANISCH, 2014;
STRATOULIAS et al., 2019). Além disso, mesmo na auséncia de estimulos nocivos, as células
microgliais utilizam seus processos ramificados para constantemente escanear (verificar) o
microambiente na busca por esses estimulos (NIMMERJAHN et al., 2005). H& o entendimento,
portanto, de que a microglia existe muito além de somente dois fendtipos, pois ela ndo possui
um estado biologicamente inativo (microglia quiescente/resting microglia). Sendo assim, esta
revisdo utilizara preferencialmente os termos gerais “microglia reativa” ou ‘“microglia
vigilante™.

2.3. Componentes microgliais da neuroinflamacéo

O termo neuroinflamagéo costuma se referir ao processo de producdo de mediadores
inflamatorios por diversas células nervosas no SNC em resposta a um estimulo nocivo,
resultando em reparo ou morte celular, além da remocao de tecido morto (CARSON et al.,
2006; KAUR et al., 2020). Frente a uma situacdo de homeostase, a neuroinflamacdo é um
processo agudo, controlado e autolimitado (SUGIMOTO et al., 2016; DOKALIS & PRINZ,
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2019). Quando a neuroinflamacéo ndo é resolvida, seja por persisténcia do estimulo ou por
incapacidade de resolucdo por parte dos mediadores inflamatorios, sua cronicidade pode causar
dano tecidual e vascular, estando associada a patogénese de doencas do SNC (NATHAN &
DING, 2010). A microglia ndo € o Unico tipo de célula imune nem o Unico tipo de fagdcito
mononucleado do tecido nervoso (PRINZ et al., 2021), mas € a unica residente no parénquima
cerebral, sendo considerada o principal componente da defesa inata do SNC e peca central da
regulacdo do estado neuroinflamatorio, justificando o interesse em seu estudo na imunidade e
neuroinflamacdo (PAPE et al., 2019; PRINZ et al., 2021).

Molecularmente, a neuroinflamacdo depende do balanco entre diferentes tipos de
mediadores (HENEKA et al., 2015). Mediadores produzidos pela microglia reativa incluem
citocinas pro-inflamatérias (HANISCH, 2002; SMITH et al., 2012), quimiocinas (GUEDES et
al., 2018) e caspases (BURGUILLOS et al., 2011; VENERO et al., 2013; SHEN et al., 2018).
Também sdo produzidas ERO e ERN (NENISKYTE & BROWN, 2013; SIMPSON &
OLIVER, 2020), prostaglandinas (LEVI et al., 1998; FIGUEIREDO-PEREIRA et al., 2015;
HENEKA et al., 2015), bem como pode haver a inducdo da enzima ciclo-oxigenase 2 (COX-
2) (MINGHETTI & LEVI, 1998; VUITRUTH et al., 2006). Mais especificamente, alguns
fatores neuroinflamatorios tém ganhado destaque no estudo da microglia reativa, como por
exemplo o fator nuclear kappa B (NF-«B) (ZHANG et al., 2017; DRESSELHAUS &
MEFFERT, 2019), iNOS (SIERRA et al., 2014; SONAR & LAL, 2019), e os inflamassomas
(MARTINON et al., 2002), em particular o NLRP3 (do inglés NOD, LRR and pyrin domain-
containing protein 3) (SHAO et al., 2015; BROZ & DIXIT, 2016; HANSLIK & ULLAND,
2020).

2.4. Papel da microglia na funcéo sinéptica

O sistema imune inato e as células microgliais do SNC possuem funcGes além da defesa
contra estimulos nocivos (WU et al., 2015), sendo importantes também para a homeostase do
desenvolvimento e manutencdo da atividade sindptica, impactando assim nos circuitos
neuronais do SNC (MARINELLLI et al., 2019). Isso ocorre pois existe uma via heterogénea e
bidirecional entre esses tipos celulares: tanto a microglia quanto os neurdnios produzem fatores
sollveis que podem modular as fungdes um do outro, assim como possuem interacdo receptor-
ligante dependendo de seu contato fisico direto (WOHLEB, 2016; SZEPEZI et al., 2018).

Durante o neurodesenvolvimento, sobretudo durante as duas semanas p0s-natais, a
microglia é um importante componente do chamado poda sinaptica (TREMBLAY et al., 2011).
Este fendmeno consiste na otimizacgdo dos circuitos neuronais do SNC através da fagocitose de
neurdnios ou sinapses imaturas, inativas ou redundantes, o que demanda a participacdo da
microglia (ANDOH et al., 2019). J& no cérebro maduro, a microglia mantém sua importancia
para a regulacdo da atividade nos terminais pré e pos sindpticos. A microglia exerce, portanto,
ao menos parcialmente, um nivel de controle sobre o funcionamento das sinapses no SNC em
todas as fases do neurodesenvolvimento (MARINELLI et al., 2019), sendo determinante para
os estados de homeostase ou dano sindptico (HONG et al., 2016; SZEPEZI et al., 2018).

3. Resveratrol

Moléculas derivadas de plantas vém historicamente atraindo interesse cientifico quanto
aos seus beneficios na saiude humana por conta de suas propriedades antioxidantes e anti-
inflamatérias (MURUGAIYAH & MATTSON, 2015). Dentro deste contexto, um dos
derivados de plantas que mais tem sido explorado quanto ao seu potencial terapéutico € o
resveratrol (DE SA COUTINHO et al., 2018). O resveratrol (3,4',5-trihidroxiestilbeno) é um
composto fenolico natural, com importantes efeitos bioldgicos (LANGCAKE & PRYCE,
1976). Sua histdria na ciéncia teve inicio em 1939, quando este composto foi primeiramente
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isolado a partir do heléboro branco (Veratrum grandiflorum) (PEZZUTO, 2019). Sabe-se hoje
que as principais fontes alimenticias do resveratrol sdo plantas da familia das vitaceas (Vitis
sp.), sobretudo a casca e sementes de uvas vermelhas e roxas (Vitis vinifera) e seus derivados,
como vinhos e sucos (QUADROS-GOMES et al., 2018). Nos anos 80, o resveratrol foi
associado ao “paradoxo francés”, evento pelo qual a populacéo francesa possui baixa taxa de
mortalidade por doencas cardiovasculares, apesar do elevado consumo de gordura saturada
(RENAUD & DE LORGERIL, 1992). Desde entdo, o numero de publicagdes sobre o
resveratrol aumentou significativamente, incluindo modelos in vitro, in vivo e ensaios clinicos
(SMOLIGA et al., 2011). Além disso, esta molécula passou a ser comercializada como
suplemento nutricional em cépsulas em diferentes dosagens, sendo ingerido por diferentes
perfis de consumidores ao redor do mundo (ASCHEMANN-WITZEL & GRUNERT, 2015;
NOVELLE et al., 2015).

Neste sentido, o resveratrol é capaz de atravessar a barreira hematoencefalica (BHE)
(REGE et al., 2014; BASTIANETTO et al., 2015), bem como modular o transcriptoma e
morfologia das células microgliais, inibindo vias pré-inflamatorias e estimulando um perfil
fagocitério nestas células (WIEDEMANN et al., 2018). Por este motivo, é considerado que o
resveratrol exerce efeitos glioprotetores (QUINCOZES-SANTOS et al., 2021), particularmente
em células microgliais. Estes efeitos podem ser relevantes para a prevencao e/ou tratamento de
doencas neurodegenerativas (SUN et al., 2010; REGE et al., 2014; MOLLER & BODDEKE,
2016; PANNU & BHATNAGAR, 2019; KOMOROWSKA et al., 2020; SHINN &
LAGALWAR, 2021).

4. Efeitos glioprotetores do resveratrol em microglia

Os efeitos moduladores do resveratrol na microglia sdo, em sua maioria, avaliados a
partir de modelos in vitro e in vivo avaliando parametros bioquimicos, celulares, imunoldgicos
e moleculares (PORRO et al., 2015; WIEDEMANN et al., 2018), sendo a reatividade
microglial induzida por lipopolissacarideo (LPS) um dos mais frequentemente utilizados
(CAPIRALLA et al, 2011). Como um agente que atua sobre multiplos alvos
(KURSVIETIENE et al., 2016; [a]JWANG et al., 2020), é proposto que 0 resveratrol exerca
efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes sobre a microglia a partir de diversos mecanismos
celulares (BASTIANETTO et al., 2015; PORRO et al., 2015), ndo apenas em culturas primarias
mas também em células Ibal-positivas (MOTA et al., 2020). Assim, faz-se necessario explorar
0s mecanismos moleculares de glioprotecdo do resveratrol e seus beneficios para o0 SNC.

4.1. Mecanismos de glioprotecdo do resveratrol em células microgliais

E proposto que o resveratrol pode modular moléculas upstream (& montante) nas vias
de sinalizagdo microgliais associadas a producao e liberacdo de mediadores neuroinflamatdrios
(Tabela 1). Entre as mais relevantes, estdo os inflamassomas, complexos multiproteicos
citosélicos presentes em células imunes reativas capazes de ativar enzimas caspases pro-
inflamatorias em resposta a ativacdo de PRRs (MARTINON et al., 2002; BROZ & DIXIT,
2016). O inflamassoma mais descrito na literatura € 0 NLRP3 (BROZ & DIXIT, 2016). Na
ativacdo canodnica, este complexo é capaz de ativar pro-caspase-1 em caspase-1 efetora (SHAO
et al., 2015; BROZ & DIXIT, 2016). Esta caspase, por sua vez, é responsavel pela maturagdo
do mediador inflamatério IL-1B em células microgliais (HE et al., 2019). Além disso, a caspase-
1 também pode ser associada a morte celular por apoptose ou por piroptose (ZHENG et al.,
2020). Em modelo de neuroinflamacdo induzida por encefalopatia associada a sepse, a
expressao de NLRP3 e formacéo de IL-1P na linhagem microglial BV-2 foi inibida de forma
dose-dependente pelo resveratrol (SUI et al., 2016). Em modelo in vitro de amiloidopatia, o
resveratrol reverteu a hiperexpressédo de NLRP3 induzida pelo peptideo 3-amiloide (Ap), assim
como diminuiu significativamente a expressdo de diversos outros mediadores, incluindo a
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expressao de caspase-1 efetora e liberacéo de IL-1p ¢ interleucina 6 (IL-6) (FENG & ZHANG,
2019). A inibicdo de NLRP3 promovida pelo resveratrol também foi recentemente verificada
em células da linhagem N9 (TUFEKCI et al., 2021).

Outro mecanismo relevante é o NF-xB, um complexo proteico formado por homo ou
heterodimeros de cinco monémeros da familia Rel de fatores de transcri¢do: p50, p52, RelA
(também chamada de p65), RelB e c-Rel (HAYDEN & GHOSH, 2008; LIU et al., 2017). O
complexo NF-kB é encontrado no citoplasma, associado a proteina inibidora de kB (IkB)
([a]ZHANG et al., 2017). Modificag¢bes pds-traducionais no sistema IkB, como a fosforilagdo
promovida por IkB-cinase (IKK), sdo capazes de provocar sua liberacdo do complexo e
promover a translocagdo nuclear de NF-«xB, onde ira interferir na expressao génica (HAYDEN
& GHOSH, 2008). O processo de ativacdo de NF-kB tem inicio com a ativag¢ao de receptores
de membrana por estimulos, como receptores Toll-like (TLRs) por PAMPs e DAMPs
(KOPITAR-JERALA, 2015; LIU et al., 2017). Na microglia reativa, sua ativacao é associada
a producdo de diversos mediadores pro-inflamatorios. Em modelo animal de deplegéo parcial
da enzima IKK em microglia hipocampal, percebeu-se que houve uma diminui¢do nos niveis
de IL-1B, TNF-a ¢ ERN produzidos em resposta ao acido cainico (CHO et al., 2008). Em
modelo in vitro de amiloidopatia, o resveratrol diminuiu a degradagdo da IkB-alfa (IkB-a) ¢
fosforilagdo de NF-xB (FENG & ZHANG, 2019). A modulagdo do complexo NF-kB pelo
resveratrol também foi observada em outros modelos de reatividade microglial induzida por
LPS (CAPIRALLA et al., 2011; DRAGONE et al., 2014; SUBEDI et al., 2018), incluindo
células da linhagem N9 (LU et al., 2010). Nestes estudos, o resveratrol foi capaz de reverter a
hiperexpressao de prostaglandina E2, iNOS e producdo de éxido nitrico (NO) induzidas por
LPS (LU et al., 2010; ZHONG et al., 2012).

Outra via de sinalizacdo modulada pelo resveratrol em células microgliais é a associada
ao Nrf2 (do inglés, nuclear factor erythroid 2-related factor 2), cuja expressao esta fortemente
relacionada a ativacdo de genes contra 0s estresses oxidativo e nitrosativo, além do processo
inflamatorio (WAKABAYASHI et al., 2010; MA, 2013). O Nrf2 pode regular, dentre outros,
a expressdo de ferritina, glutationa peroxidase e heme oxigenase-1 (HO-1), o que pode explicar
seus efeitos de redugdo na expressdo das citocinas IL-6 e IL-1p em modelos animais de
inflamacdo (AHMED et al., 2017; ZHUANG et al., 2019). Sua expressdo é regulada
principalmente pela proteina KEAP1 (do inglés Kelch-like ECH-associated protein 1), um
homodimero capaz de ligar ao Nrf2 e apresenta-la para ubiquitina¢do por complexos proteicos
contendo enzima E3 ligase, o que resultard na sua degradacao proteossomal (ROBLEDINOS-
ANTON et al., 2019; QIN et al., 2019). Estima-se que a enzima KEAP1 também é relevante
para a degradacdo da subunidade beta da enzima IKK, impedindo a translocacdo nuclear de
NF-xB, inibindo a atividade pro-inflamatdria desta via (LEE et al., 2009; SAHA et al., 2020).
Culturas microgliais primarias derivadas do cérebro de ratos knockout para Nrf2 expostos
diariamente ao 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP) apresentaram aumento da
expressao de parametros associados a neuroinflamacao, como TNF-a, IL-6, e RNS (ROJO et
al., 2009). O resveratrol € um conhecido inibidor de KEAP1 (PALSAMY & SUBRAMANIAN,
2011; CHENG et al., 2018; SUN et al., 2021). Em modelo in vitro de células microgliais, o
resveratrol foi capaz de reduzir a expressdo de IL-6, IL-1 ¢ TNF-a apds exposi¢do a rotenona
(SUN et al., 2021). Este efeito ¢ atribuido, ao menos parcialmente, ao seu efeito inibitdrio em
KEAP1 e hiperexpressdo do Nrf2 (SUN et al., 2021). O aumento da expressdo de Nrf2 em
microglia reativa também foi induzido pela polidatina, um derivado glicosidico do resveratrol
(LV etal., 2019).

A participacgdo das sirtuinas também é reconhecida em relacao a glioprotecdo mediada
pelo resveratrol. Estas enzimas com atividade histona-desacetilase sdo capazes de promover a
desacetilacdo de residuos de lisina de diversos alvos moleculares, incluindo a proteina p53 e 0s
fatores de transcricdo NF-kB e FOXO (do inglés class O of forkhead box transcription factors)


https://www.liebertpub.com/doi/10.1089/dna.2018.4308
https://www.liebertpub.com/doi/10.1089/dna.2018.4308
https://link.springer.com/article/10.1007/s12640-021-00435-w
https://www.cell.com/cell/fulltext/S0092-8674(08)00120-7?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS0092867408001207%3Fshowall%3Dtrue
https://www.nature.com/articles/sigtrans201723
https://doi.org/10.1016/j.cell.2016.12.012
https://www.cell.com/cell/fulltext/S0092-8674(08)00120-7?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS0092867408001207%3Fshowall%3Dtrue
https://www.cell.com/cell/fulltext/S0092-8674(08)00120-7?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS0092867408001207%3Fshowall%3Dtrue
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnmol.2015.00073/full
https://www.nature.com/articles/sigtrans201723
https://academic.oup.com/brain/article/131/11/3019/371920
https://www.liebertpub.com/doi/10.1089/dna.2018.4308
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1471-4159.2011.07594.x
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S088723331400085X
https://www.hindawi.com/journals/omcl/2018/8092713/
https://jneuroinflammation.biomedcentral.com/articles/10.1186/1742-2094-7-46
https://jneuroinflammation.biomedcentral.com/articles/10.1186/1742-2094-7-46
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0032195
https://www.liebertpub.com/doi/10.1089/ars.2010.3216
https://www.annualreviews.org/doi/10.1146/annurev-pharmtox-011112-140320
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925443916302861#bb0040
https://www.hindawi.com/journals/omcl/2019/7591840/
https://www.hindawi.com/journals/omcl/2019/9372182/
https://www.hindawi.com/journals/omcl/2019/9372182/
https://biosignaling.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12964-019-0435-2
https://www.cell.com/molecular-cell/fulltext/S1097-2765(09)00580-2?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS1097276509005802%3Fshowall%3Dtrue
https://www.mdpi.com/1420-3049/25/22/5474
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/glia.20947
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/glia.20947
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925443911000639?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925443911000639?via%3Dihub
https://www.hindawi.com/journals/omcl/2018/9482018/
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0344033821002375
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0344033821002375
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0344033821002375
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0024320518307744

21

(REN et al., 2019; JIAO & GONG, 2020). Além disso, a sirtuina 1 (SIRT1) participa da
regulacdo do processo inflamatério (WOJCIK et al., 2009). Em culturas de células microgliais
da linhagem BV-2, a exposicao aguda a estimulos neuroinflamatdrios provocou a diminuicao
da expressdo de SIRT1 e aumento dos niveis das citocinas pro-inflamatérias TNF-o e 1L-6,
efeitos que foram revertidos pelo resveratrol (YE et al., 2013). Em outros modelos in vitro de
reatividade microglial, a hiperexpressdo de SIRT1 provocada pelo resveratrol reduziu a
sinalizacdo de NF-xB (CHEN et al., 2005) e iNOS (ZHANG et al., 2017). O efeito da SIRT1
sobre 0 NF-kB pode ser atribuido & desacetilacdo em residuos de lisina neste complexo
(YEUNG et al., 2004; ZHANG et al., 2017). A expressao de SIRT1 também € aumentada pelo
resveratrol em modelo de estresse microglial induzido pelo anestésico sevoflurano (TANG et
al., 2021). O mesmo efeito do resveratrol sobre SIRT1 também foi verificado na linhagem N9
(LIetal., 2015).

A proteina cinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK) microglial também pode
ser modulada pelo resveratrol. A AMPK ¢ composta de trés subunidades: uma catalitica (ol ou
a2) e duas regulatorias (B1 ou 2/ y1, y2, ou y3) (GALLIC et al., 2011; CHEN et al., 2014). A
exposicao de células microgliais a concentracdes de sulfeto de hidrogénio levou ao aumento da
expressao de AMPK via proteina cinase B dependente de calcio/calmodulina (CaMKK}p)
(ZHOU et al., 2014). E proposto que, uma vez ativada por cinases upstream, a AMPK pode
fosforilar diferentes alvos downstream (a jusante) e resultar no aumento ou diminuicdo de
mediadores microgliais da neuroinflamacgao, como a via do fator de transcricdo Nrf2, a qual é
relevante para a expressdo dos genes da HO-1 e glutationa-S-transferase (VILLHARDT et al.,
2016; SAITO et al., 2019). O resveratrol revelou-se como um ativador de AMPK em células
microgliais em modelo in vitro de estresse glial por exposicdo a morfina (HAN et al., 2014) e
em astrocitos primarios derivados de ratos com injuria no nervo infraorbital (YANG et al.,
2016). O aumento da expressao de AMPK, bem como de SIRT1, pode ser relevante também
para inibir a sinalizagdo de NLRP3 (TUFEKCI et al., 2021).
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Tabela 1 - Mediadores associados ao efeito glioprotetor do resveratrol em células

microgliais.
ATP+LPS SUT et al., 2016
Expressido de BV=2
- Go& G2
NLEP3 NLRP3 Ap FENG & ZHANG, 2019
NO ATP+LPS TUFEKCT et al., 2021
CAPIRALLA et al, 2011
BV-2
| Fosforilacio de LPS ZHONG et al., 2012
IkB-o
NE-xB ¢ SUBEDI et al., 2018
N13 DRAGONE et al., 2014
NO ATP+LPS TUFEKCT et al., 2021
| Degradacio de - o = -
fosfo-TicB-a BV-2 Ap FENG & ZHANG, 2019
LPS LV et al., 2019
T Expressdo de Nrf2
Nrf2 BV-2
= - Rotenona SUN et al., 2021
Expressio de
KEAP]
Ap CHEN et al., 2005
BV-2
LPS YE et al., 2013
BV-2/NO LPS LI et al., 2015
T Expressdo de
SIRTI SIRT1 LPS/IFNy [a]ZHANG et al., 2017
NO
ATP+LPS TUFEKCI et al., 2021
Cl:l]“,] r? Sevoflurano TANG et al., 2021
Primaria
- - - N
1 Fosforilacio de BV-2 Morfina HAN et al.. 2014
AMPK . . i
3 - . 7 2
AMPK BV-2 IL-1G+TNF-a YANG et al., 2016
+ Expressdo de . - .
N 202
AMIPK NO ATP+LPS TUFEKCT et al., 2021

Efeitos do resveratrol sobre o inflamassoma NLRP3 (NOD-, LRR- and pyrin domain-containing protein 3), o0s
fatores de transcricdo NF-«xB (Fator nuclear kappa B) e Nrf2, (nuclear factor erythroid 2-Related factor 2) e os
mediadores SIRT1 (Sirtuina 1) e AMPK (Proteina cinase ativada por AMP) em modelos experimentais de células
microgliais. Os efeitos bioldgicos, aumento ou diminuicio estdo representados respectivamente por setas (1) ou
(}). ATP (adenosina trifosfato), LPS (lipopolissacarideo), Ap (peptideo beta-amiloide), IFNy (interferon gama),
IL-1B (interleucina-1 beta), TNF-a (fator de necrose tumoral alfa).
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4.2. Efeitos glioprotetores de outras moléculas em células microgliais

H& um grande interesse em identificar efeitos glioprotetores a partir de moléculas novas,
projetadas para ter atividade moduladora exclusivamente sobre células gliais em diversos
modelos experimentais (MOLLER & BODDEKE, 2016). Na doenga de Parkinson, sio
analisados agonistas de receptores canabinoides, antagonistas de receptores ativados por
proliferadores de peroxissomo (PPAR) e flavonoides (LIU et al., 2019). J& na doenca de
Alzheimer, sdo avaliados farmacos que atuam no metabolismo microglial de triptofano e
inibidores de cluster de diferenciacdo 33 (CD33), um receptor transmembrana expresso
preferencialmente por células microgliais no SNC (BIBER et al., 2019). S&o reportados
também efeitos glioprotetores do farmaco tianeptina (SLUSARCZYK et al., 2018),
esquisanterina A (LI et al., 2018), o flavonoide tilirosida (VELAGAPUDI et al., 2018) e os
antibioticos ciprofloxacino e levofloxacino (ZUSSO et al., 2019). Perspectivas futuras incluem
como alvo para modulacgéo o receptor P2X7R (do inglés P2X purinoceptor 7), capaz de ativar
o inflamassoma NLRP3 (MARTIN et al., 2018). Farmacos como a ceftriaxona (ALTHOBAITI
et al., 2016), minociclina (RYU et al., 2004) e riluzol (FRI1ZZO et al., 2004) sdo associados a
modulacdo de parametros de células gliais e poderdo ser melhor avaliados quanto a modulagédo
especifica sobre células microgliais.

5. Glioterapia, microglia e resveratrol

A funcéo de células gliais, em particular da microglia, € relevante para a determinagédo
do estado neuroinflamato6rio, bem como para a patogénese de diversas doencas neurologicas
(COLONNA & BUTOVSKY, 2017). Ha, portanto, interesse em modular especificamente sua
morfofuncionalidade a partir de moléculas glioprotetoras (MOLLER & BODDEKE, 2016;
QUINCOZES-SANTOS et al., 2021), conforme Figura 1. O crescente interesse clinico em
avaliar moléculas glioprotetoras em terapias farmacologicas que tenham como alvo celular as
células gliais ¢ o evento alcunhado como “glioterapia” (MOLLER & BODDEKE, 2016).

Apesar de diversas moléculas terem seus efeitos glioprotetores reconhecidos, a
glioterapia é considerada uma perspectiva futura da glioprotecdo. Isso ocorre porque ainda
existem problemas a serem resolvidos quanto a farmacocinética das moléculas glioprotetoras,
sobretudo ao que diz respeito sobre sua habilidade de cruzar a BHE e a especificidade para com
alvos celulares e moleculares. Especificamente para polifen6is como o resveratrol, estes sofrem
intenso metabolismo de primeira passagem no figado (ALMEIDA et al., 2009) através de
enzimas glicuronil transferases e sulfotransferases (WALLE et al., 2004; SERGIDES et al.,
2015). Além disso, sdo também moléculas de meia-vida curta (INTAGLIATA et al., 2019) e
pouca hidrossolubilidade (ANDRADE et al., 2018). Assim, é necessario adotar medidas para
que o resveratrol ou outras moléculas possam ser consideradas estratégias glioterapéuticas
(ANDRADE et al., 2018). Um grande exemplo disto sdo sistemas que permitam sua passagem
pela BHE em concentrages elevadas o suficientes para desempenhar seus efeitos glioprotetores
in vivo no SNC (WALLE et al., 2004; SERGIDES et al., 2015), como nanoformulag¢6es, como
lipossomas e nanoparticulas sélidas e poliméricas (SUMMERLIN et al., 2015; ANDRADE et
al., 2018; YANG et al., 2020). Outras solugdes incluem pro-drogas que melhoraram os
pardmetros farmacocinéticos do resveratrol, como sua distribuigéo tecidual, tempo de meia vida
e area sobre curva (LIANG et al., 2013; PENALVER et al., 2018). Além disso, outras estudos
avaliam usos alternativos do resveratrol, por exemplo como adjuvante (LEE, 2015; CHEN &
TRAPP, 2016).

E importante salientar que, além das estratégias que visam melhorar suas caracteristicas
farmacocinéticas, o resveratrol demonstra eficacia in vivo per se (BAUR & SINCLAIR, 2006;
GAMBINI et al., 2015). Alguns de seus metabdlitos glicuronideos e sulfatos mantém certo
nivel de atividade bioldgica, aléem de modularem inimeras vias de sinalizacdo que sdo capazes
de regular eventos redox e inflamatorios, comumente alterados em doengas neuroldgicas (LU
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etal., 2013; SPRINGER & MOCO, 2019). Dessa forma, o potencial do resveratrol como agente
glioterapico poderd ser melhor definido nos préximos anos, bem como outras moléculas
poderdo ser utilizadas de maneira especifica sobre as células microgliais.

Figura 1 - Efeitos glioprotetores do resveratrol em células microgliais.
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Padr6es moleculares associados a patdgenos (PAMPS) ou a dano (DAMPs) podem promover a reatividade
microglial, que pode liberar tanto fatores toxicos quanto protetores. O resveratrol pode exercer seu efeito
glioprotetor em células microgliais a partir da inibicdo ou ativacdo de mediadores como o inflamassoma NLRP3
(NOD-, LRR- and pyrin domain-containing protein 3) e os fatores de transcri¢do NF-kB (Fator nuclear kappa B),
Nrf2, (nuclear factor erythroid 2-Related factor 2), SIRT1 (Sirtuina 1) e a proteina AMPK (Proteina cinase ativada
por AMP). Estes mediadores sdo relevantes para o controle da sintese, ativacdo e/ou secre¢do de fatores
inflamatorios e oxidativos, como por exemplo, caspase 1, interleucina 1 beta (IL-1pB), interleucina 6 (IL-6),
espécies reativas de oxigénio (ERO), espécies reativas de nitrogénio (ERN), TNF-a (Fator de necrose tumoral
alfa), heme oxigenase 1 (HO-1), 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) e enzimas antioxidantes (EA). Figura
criada com BioRender.
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3 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

As células microgliais sdo cruciais para a determinacdo do estado inflamatério do SNC.
Em resposta a um estimulo nocivo, elas produzem e secretam diferentes mediadores capazes de
mediar a proliferacdo, diferenciacdo e morte das células nervosas e sinapses circundantes. As
referéncias analisadas nesta revisdo permitem afirmar que o resveratrol apresentou importantes
efeitos em modelos experimentais in vivo e in vitro. Além disso, estudos pré-clinicos publicados
até o momento permitem afirmar que os efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes do resveratrol
no SNC sdo atribuidos, ao menos parcialmente, a seus efeitos na microglia. Os efeitos
glioprotetores do resveratrol geralmente ocorrem na expressdo e/ou ativacdo de vias de
sinalizacdo ou liberagdo de mediadores inflamatorios e espécies reativas (Figura 1), e
corroboram seu potencial glioterapéutico — prevencdo e/ou tratamento clinicos de doengas do
SNC. Por fim, esta revisdo caracterizou importantes acdes glioprotetoras do resveratrol em
microglia, com foco na modulacédo da morfofuncionalidade microglial.
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refer to these guidelines before submission of a manuscript.
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Authorship
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Contributions from anyone who does not meet all four criteria for authorship should be listed, with
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Data Sharing and Data Availability

This journal expects data sharing. Review Wiley's Data Sharing policy where you will be able to see
and select the data availahility statement that is right for your submission.

[|DM recognizes the many benefits of archiving research data and expects that data supporting the
results in your paper will be archived in an appropriate public repository. You are required to provide a
data availability statement to describe the availability, or the absence, of shared data. Where data have
been shared, you are required to include in your data availability statement a link to the repository you
have used, and to cite the data you have shared. Whenever possible the scripts and other artefacts
used to generate the analyses presented in the paper should also be publicly archived. If sharing data
compromises ethical standards or legal requirements, then you are not expected to share it.

Data Citation
Please review Wiley's Data Citation policy.
Data Protection

By submitting a manuscript to or reviewing for this publication, your name, email address, and
affiliation, and other contact details the publication might require, will be used for the regular
operations of the publication. Please review Wiley's Data Protection Policy to learn more.

Manuscript Requirements
Manuscript Preparation Tips

Wiley has a range of resources for authors preparing manuscripts for submission available here. Wiley
Editing Services offers expert help in English language editing, translation, manuscript formatting and
figure preparation, and greatly improves the chances of a manuscript being accepted. Also, check out
our resources for_Preparing Your Article for general guidance about writing and preparing your
manuscript.

In particular, we encourage you to consult Wiley's best practice tips on Writing for Search Engine
Optimization.

Article Structure:

At revision stage, you should submit your article as an editable file, with original figure files submitted
separately.

Title page Information: please include the full names of all authors and the authors' institutional
affiliations where the work was conducted (with a footnote for the author's present address if different
from where the work was conducted). Please clearly indicate who will handle correspondence at all
stages of publication.

Title: titles are often used in information-retrieval systems and should be concise and informative,
containing the major key words and no abbreviations.

Abstract: the article abstract should state briefly the purpose of the research, the principal results and
major conclusions.

Hilustrated Abstract: |)DN's online table of contents will display a small image alongside a short
abstract. Please either submit an additional figure or nominate an existing figure from your
manuscript that best represents the scope of your paper for use as the illustrated abstract. This should
be colourful and contain minimal text to attract readers. In addition, please provide a short abstract
consisting of 2-3 sentences (max 100 words) highlighting the major findings.
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Keywords: please provide a maximum of six keywords. These keywords will be usad for indexing
purposes,

Abbreviations: in general, terms should not be abbreviated unless they are used repeatedly. Initially,
use the word in full, followed by the abbreviation in parentheses. Thereafter use the abbreviation
only. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Introduction: state the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a
detailed literature survey or a summary of the results.

Materials and Methods: provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an
independent researcher. Methods that are already published should be summarized and indicated by
a reference. If quoting directly from a previously published method, use quotation marks and also cite
the source. Any modifications to existing methods should also be described.

Results/Discussion/Conclusion: results should be clear and concise. The Discussion should explore the
significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results and Discussion section is
often appropriate. The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusion section,
which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Acknowledgments: collate acknowledgments in a separate section at the end of the article before the
references.

References: please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list
{and vice versa). References can be in any style or format as long as the style is consistent. Where
applicable, author(s) name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of publication,
volume number/book chapter and the article number or pagination must be present. Use of DOIs is
highly encouraged. This journal usesHarvard reference style: as the journal offers Free Format submission,
however, this is for information only and you do not need to format the references in your article. This will
instead be taken care of by the typesetter.

If you wish to format the references yourself they should be arranged according to the following
example:

Almeida, A., Cobos, A, Tavares, I, & Lima, D. (2002). Brain afferents to the medullary dorsal reticular
nucleus: A retrograde and anterograde tracing study in the rat. The European journal of Neuroscience,
16, 81-95. ||DN encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing
them in your text and including a data reference in your reference list. Please review Wiley's data
citation policy here.

Video: ||DN accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Please provide the file in one of our recommended file formats with a preferred maximum
size of 150 MB per file, 1 GB in total.

Supporting Information: this is material that is not essential to your article but provides greater depth
and background. It should be submitted with your article as a separate file, is hosted cnline and
appears without editing or typesetting. It may include tables, figures, videos, datasets, etc. Click here
for Wiley's FAQs on Supporting Information.

Footnotes/Endnotes: footnotes/endnotes should be used sparingly. Number them consecutively
throughout the article.

Figures: figures should be submitted as individual files. A wide variety of formats, sizes and resolutions
are accepted. Click here for the figure requirements. Ensure that each figure has a caption.
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Tables: tables should be self-contained and complement, not duplicate, information contained in the
text. They should be supplied as editable files, not pasted as images. Legends should be concise but
comprehensive - the figure and its legend must be understandable without reference to the text.
Statistical measures such as 5D or SEM should be identified in the headings.

Word Count
. . Tables/Figures and
Article Type Abstract Main Text g
References
Title page;
Abstract;
_ Text;
Research Article 3,000 (introduction no limits on
. . References; .
until conclusion) figures/tables
Footnotes;
Figure Legends;
Tables
Review Article no limits on
3500 Mone '
figures/tables
Short Communication no more than 3
2000 words Mone ,
figures/tables
Letter to the Editor no more than 2
700 words Mone ,
figures/table
Commenta no more than 2
v 1000 words Mone ,
figures/table
Editorial A suggestion of 1000

words.
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Author Licensing

Upon acceptance of an article, the corresponding author will receive an email prompting them to log in
to Author Services, where via the Wiley Author Licensing Service (WALS) they will be required to
complete a copyright agreement on behalf of all authors of the paper. Please ensure permission has
been obtained for use of copyrighted material from other sources. You may choose to publish under
the terms of the journal's standard copyright agreement, or OnlineOpen under the terms of a Creative
Commeons License. General information regarding licensing and copyright is available here.

Self-Archiving: You may post the submitted version of your manuscript to non-commercial servers at
any time. Please update any pre-publication versions with a link to the final published article. The
journal's copyright agreement allows for self-archiving of different versions of the article under specific
conditions. Please click here for more detailed information.

Open Access fees: Authors who choose to publish using Hybrid Open Access will be charged a fee. A
list of Article Publication Charges for Wiley journals is available here.

Funder Open Access: Please click here for more information on Wiley's compliance with specific
Funder Open Access Policies.

Archiving Services: Wiley deposits all articles with a non-profit dark archive for archiving in order to
guarantee long-term survival of all contributions.

Reproduction of Copyright Material

If excerpts from copyrighted works owned by third parties are included, credit must be shown in the
contribution. It is your responsibility to also obtain written permission for reproduction from the
copyright owners. For more information visit Wiley's Copyright Terms & Conditions FAQ.

The corresponding author is responsible for obtaining written permission to reproduce the material
“in print and other media” from the publisher of the original source, and for supplying Wiley with that
permission upon submission.

Publishing Process
Peer Review and Acceptance

Once submitted, papers will be sent to review if the Editor-in-Chief determines that the paper meets
appropriate quality and relevance requirements. Articles that are not rejected at this point will be sent
to at least two independent peer reviewers for assessment. The Editor-in-Chief will make a publication
decision based on comments received from the peer reviewers. The acceptance criteria for all papers
are the quality and originality of the research and its significance to journal readership. Manuscripts
are single-blind peer reviewed. Wiley's policy on the confidentiality of the review process is available
here.

Refer & Transfer Program

Wiley believes that no valuable research should go unshared. This journal participates in Wiley's Refer
& Transfer program. If your manuscript is not accepted, you may receive a recommendation to
transfer your manuscript to another suitable Wiley journal, either through a referral from the journal’s
editor or through our Transfer Desk Assistant.
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Accepted Articles

Manuscripts are published online shortly after receipt in production, prior to copy-editing or
typesetting, and appear in PDF format only. They are given a Digital Object Identifier (DOI), which
allows them to be cited and tracked, and are indexed at this point by PubMed.

Proofs

You will receive an e-mail notification with a link and instructions for accessing HTML proofs online.

Proofs should be carefully checked for any copyediting or typesetting errors. Online guidelines are
provided within the system. No special software is required. Proofs must be returned within 48 hours

of receipt of the email.
Early View

||DN’s Early View service (Online Version of Record) publishes articles on Wiley Online Library befare
inclusion in anissue. Once the article is published on Early View, no further changes to the article are
possible. The Early View article is fully citable and carries an online publication date and DOI for
citations.

Author Name Change Policy

In cases where authors wish to change their name following publication, Wiley will update and
republish the paper and redeliver the updated metadata to indexing services. Our editorial and
production teams will use discretion in recognizing that name changes may be of a sensitive and
private nature for various reasons including (but not limited to) alignment with gender identity, oras a
result of marriage, divaorce, or religious conversion. Accordingly, to protect the author's privacy, we will
not publish a correction notice to the paper, and we will not notify co-authors of the change. Authors
should contact the journal's Editorial Office with their name change request.

Post Publication
Offprints

Free access to the final PDF offprint of your article will be available via Author Services. Additional
paper offprints may be ordered online here.

Access and Sharing

Wiley supports responsible sharing. Please review Wiley's guidelines on sharing your research here.
Promaoting Your Article

To find out how best to promote your article, click here.

Measuring the Impact of Your Article

Wiley helps authors measure the impact of their research through specialist partnerships with Kudos
and Altmetric.

Editorial Office Contact Details
I|DNoffice@wiley.com




