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Efeito glioprotetor do resveratrol frente a exposicéo ao LPS

Fernanda Becker Weber, André Quincozes dos Santos
Departamento de Bioquimica, UFRGS, Rio Grande do Sul, Brasil

Os astrocitos sao células gliais extremamente versateis, que atuam na regulacdo de
neurotransmissores, sendo fundamentais para a atividade sinaptica. Tais células também
participam da manutencdo do ambiente redox, metabolico e trofico no sistema nervoso central
(SNC), além de atuarem na resposta inflamatdria, pois sdo capazes de liberar mediadores anti
e pro-inflamatdrios. Os astrocitos também expressam os receptores "toll-like™ 2 e 4 (TLR2 e
TLR4), sendo este ultimo associado as a¢des do lipopolissacarideo (LPS), um componente da
parede de bactérias Gram-negativas, sobre os astrécitos. Dessa maneira, o LPS tem sido
amplamente utilizado como um indutor de resposta inflamatoria. Por outro lado, sabe-se que a
ativacdo dos receptores de adenosina pode atenuar a resposta inflamatoria. O resveratrol (3, 5,
4'-trans-trihidroxi-estilbeno) € um polifenol encontrado em uvas e vinhos, que apresenta
atividades antioxidante, anti-inflamatoria, cardioprotetora e neuroprotetora. Particularmente
em relacdo ao seu papel neuroprotetor, o resveratrol é capaz de modular importantes funcoes
astrocitarias, que sdao mediadas por diferentes vias de sinalizacdo, como por exemplo, a do
fator nuclear kB (NFxB) e da proteina cinase ativada por mitdgeno (p38 MAPK). Baseado no
exposta acima, nosso objetivo foi caracterizar o papel glioprotetor do resveratrol frente a um
estimulo com LPS em cultura de astrdcitos, assim como elucidar os mecanismos deste efeito,
particularmente em relacdo ao sistema adenosinérgico. Para isso, culturas de astrdcitos
corticais foram tratadas com LPS (1 e 10 pg/ml por 3 e 24 h), na presenca ou auséncia de
resveratrol (100 uM por 1 h — pré-tratamento) ou cafeina, um antagonista ndo-seletivo da
adenosina (100 uM por 1 h — pré-tratamento). A partir do tratamento celular, foram feitos os
seguintes experimentos: a. ensaios de viabilidade (reducdo de MTT, ensaio colorimétrico) e
integridade de membrana celular(incorporacdo de iodeto de propidio, analisado por
microscopia de fluorescéncia); b. liberacdo de mediadores pré-inflamatorios: fator de necrose
tumoral a (TNFa), interleucina (IL) 1B, 6 e 10, avaliados por ELISA;c. atividade
transcricional do NF«kB e niveis de p38 MAPK (ELISA); d. expressdo do RNAmM de TNFa,
IL1B, NFkB, p38 MAPK, TLR2 e TLR4 (avaliados por RT-PCR). Nossos resultados
mostraram que o LPS alterou a viabilidade celular e a integridade de membrana na
concentracdo de 10 pg/ml ap6s 24 h de tratamento. Assim, foi escolhida a dose e o tempo de
tratamento com LPS — 1 pg/ml por 24 h. Foi observada intensa liberagdo de TNFa, IL1J3 e IL6
apos exposicao ao LPS, bem como diminuicdo dos niveis de IL10. O pre-tratamento com
resveratrol preveniu totalmente a liberacdo destas citocinas, por um mecanismo dependente de
receptores de adenosina, pois o pré-tratamento com cafeina aboliu a agdo do resveratrol. Os
niveis de RNAm para TNFa e IL1p aumentaram apods exposi¢do com LPS e o resveratrol
também preveniu estes efeitos via inibicdo ndo seletiva dos receptores de adenosina.
Paralelamente, foram determinados os niveis intracelulares ¢ de RNAm de NFxB e p38
MAPK, gue aumentaram ap6s o tratamento com LPS, assim como o RNAm dos receptores
TLR2 e TLR4. O resveratrol preveniu estes efeitos, também através dos receptores de
adenosina. Por fim, nossos resultados indicam que o0s receptores de adenosina estdo
associados a atividade anti-inflamatoria do resveratrol em culturas de astrdcitos, mediando
efeitos glioprotetores do resveratrol.



