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1. INTRODUCAO

A inflamacdo é uma resposta imune para proteger o organismo contra
patdgenos, lesdes ou toxinas. Assim, o termo neuroinflamacdo refere-se a
inflamac&o no sistema nervoso central (SNC) (HENEKA et al., 2015). Esse processo
€ caracterizado pela ativacdo de células gliais, em especial, os astrocitos, que
liberam mediadores inflamatérios como citocinas e produzem espécies reativas
(VERKHRATSKY; NEDERGAARD, 2018). Quando ocorre de forma excessiva ou
persistente, a neuroinflamagdo causa danos teciduais e morte celular levando ao
desenvolvimento e a progressdo de doencas neurolégicas (DISABATO; QUAN,;
GODBOUT, 2016).

O estresse oxidativo (EOX) é causado pelo aumento nos niveis celulares de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio (ERN) e esta
presente em doencas neurodegenerativas (NGO; DUENNWALD, 2022). Esta
producdo excessiva de espécies reativas danifica macromoléculas, além de causar
disfungcbes e morte celular (MAZUMDER; CHOUDHURY; BORAH, 2019). As
doencas neurodegenerativas possuem um grande impacto na cotidiano dos
pacientes, causando perdas na qualidade de vida. Assim, a busca por novos
agentes terapéuticos que possam prevenir o dano oxidativo cerebral torna-se
imprescindivel. Sendo assim, o &cido elagico (AE) surge como uma alternativa
terapéutica devido as suas propriedades antioxidante, anti-inflamatéria e
neuroprotetora (ZHU etal., 2022).

O &cido elagico (AE) € um polifenol presente em frutas e vegetais, tais como,
roma, morango, framboesa e nozes. O AE possui uma porc¢ao hidrofilica com quatro
grupos hidroxila e duas lactonas juntamente com uma porcéo lipofilica com dois
anéis de hidrocarbonetos (PUBCHEM, 2022). Estudos prévios da literatura
demonstram que o AE é capaz de eliminar agentes pro-oxidantes e aumentar a
atividade de enzimas antioxidantes tais como superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutationa peroxidase e glutationa redutase (PUBCHEM, 2022; ZUCCARI et
al., 2020). Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do AE no status
redox em cultura primaria de astrocitos expostas ao lipopolissacarideo (LPS).

2. METODOLOGIA

Foram utlizados ratos Wistar neonatos (1 a 2 dias) provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Os animais foram
eutanasiados e o cortex cerebral foi separado e dissociado mecanicamente. As
células foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) e mantidas em incubadora a 37 °C em atmosfera umidificada 5% de
COz, por 15 dias ou até atingir a confluéncia de maturacao e diferenciagéo celular.
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Todos os procedimentos animais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacéo Animal da instituicdo com protocolo nimero 027159/2022-43.

Os astrocitos foram semeados em placas de 6 e 96 pocos e a troca de meio
foi realizada a cada quatro dias. O AE foi dissolvido em dimetilsulféxido, afim de
obter as concentracfes de 50, 100 e 200 pg/mL. Para analisar o potencial
neuroprotetor do AE, a neuroinflamacgao foi induzida pelo LPS conforme descrito
por Alvez e colaboradores (2022). As células foram primeiro expostas a LPS (1
pug/mL) durante 3 h e, posteriormente, tratadas com AE durante 48 h. As células do
controle foram mantidas apenas em DMEM com 10% de SFB.

Quanto aos parametros oxidativos, foram determinados os niveis de ERO
(ALI; LEBEL; BONDY, 1992), nitritos (STUEHR; NATHAN, 1989), conteudo tiolico
total (SH) (AKSENOV; MARKESBERY, 2001) e a atividade das enzimas SOD
(MISRA; FRIDOVICH,1972); CAT (AEBI,1984) e da glutationa S-transferase (GST)
(HABIG; PABST; JAKOBY,1974).

Os dados foram expressos como média = erro padrdo e analisados por
ANOVA de uma via seguido de teste post hoc de Tukey. Os resultados foram
considerados significativos quando P < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que o AE foi capaz de proteger contra os danos
oxidativos induzidos pelo LPS em astrdcitos (Figura 1). Quando os astrocitos foram
expostos ao LPS houve um aumento significativo na produgéo de ERO e nitritos em
comparacao as células controle, apos 48 h de tratamento. No entanto, quando
tratados com AE, os resultados das ERO e nitritos diminuiram significativamente nas
duas concentracfes mais altas quando comparados ao grupo LPS (100 e 200 ug/mL)
(Figura 1A e B). Além disso, a exposi¢do ao LPS diminuiu os niveis de SH e o
tratamento com AE foi capaz de prevenir esta alteracdo nas duas maiores
concentracoes testadas (Figura 1C).

Por outro lado, o LPS reduziu a atividade de enzimas antioxidantes SOD, CAT
e GST, em comparacdo aos astrocitos do grupo controle (Figura 2). Entretanto, o
tratamento com AE preveniu tais alteracdes. Nesse sentido, um aumento significativo
na atividade da SOD e CAT foi observado nas concentragbesde 100 e 200 pg/mL,
enguanto o aumento na atividade da GST foi observado em todas as concentracdes
do testadas de AE.

Diversos estudos tém demonstrado que a exposi¢ao dos astrocitos ao LPS é
capaz de induzir o EOX mediante o aumento dos niveis de espécies reativas,
corroborando assim com os achados deste trabalho (PACHECO et al., 2017,
FACHEL et al., 2020, ALVEZ et al., 2023). Conforme Zhu e colaboradores (2022), a
inibicdo da atividade das enzimas SOD, CAT e GST causada pelo LPS eleva os
niveis celulares de ERO e nitritos.

Em contrapartida, o AE promoveu uma reducdo das espécies reativas no
cultivo primario de astrocitos por meio de sua acéo antioxidante que ocorre devido a
sua propriedade direta de eliminacdo de radicais livres, o qual pode ser evidenciado
através do aumento significativo nos niveis de SH e da atividade das enzimas
antioxidantes em astrécitos expostos ao AE, em comparacdo ao tratamento com
LPS. De fato, estudos destacam o potencial do AE em aumentar significativamente
a atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GST em modelos experimentais
de neuroinflamagéao (DORNELLES et al., 2020).

De acordo com Tiwari e Mishra (2013), esse efeito pode ser atribuido a
presenca do grupo hidroxila e do anel lactona na estrutura do AE, 0s quais
desempenham importante papel na eliminacao direta de anion superoxido, radicais
hidroxila, peréxido de hidrogénio e de peroxinitrito, consequentemente, diminuindo o
EOX (TIWARI; MISHRA 2013). Portanto, pode-se relacionar os efeitos protetores do
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AE as suas propriedades antioxidantes, como evidenciado pelo aumento do sistema
antioxidante e consequente reducdo na geragao de espécies reativas.

bl
m
1]

a
H
S

e

B
5
S

Y
o 2
g 2
s 8
3
S

ERO
g
g

(pmol DCFimg de proteina}
Niveis de nitritos
(1M nitrito)
Contetdo sulfidril
(nmol TNBfmg de proteina)
n o ow
51
g

]
&
S

H

S

o

o

*
T

100 200 Controle 100 200

+ + LPS - +

+ +

o
3

500 —- 1.5
"%
" *oen
# i 1.0 &
% '
’;L| g e
E 05 |;|;‘ . |_—;|
|—_D| ; *
T T T 0.0 T | T | | T T T
Controle LPS 50 100 200 Controle LPS 50 LPS 50

- - + - + + + + + +
. + + + - + - + + +

LPS -
AE -

K

Figura 1. Espécies reativas de oxigénio (ERO) (A), nitritos (B) e conteudo tidlico total (SH)
(C) em cultura primaria de astrécitos exposta ao lipopolissacarideo (LPS) e acido elagico
(AE) no protocolo de prevencdo. Os valores representam a média £ erro padrdo de trés
experimentos independentes realizados em triplicata. Os dados foram analisados por
analise de variancia unidirecional seguida pelo teste de post hoc de Tukey. *P<0,05;
**P<0,01; *** P<0,001; **** P<0,0001 diferente do grupo LPS. #P<0,05; # P<0,01; ## P<0,01
diferente das células controle.
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Figura 2. Atividades da superéxido dismutase (SOD) (A), catalase (CAT) (B) e glutationa S-
transferase (GST) (C) em cultura primaria de astrécitos exposta a lipopolissacarideo (LPS)
e &acido elagico (AE) no protocolo de prevencdo. Os valores representam a média £ erro
padrdo de trés experimentos independentes realizados em triplicata. Os dados foram
analisados por analise de variancia unidirecional seguida pelo teste post hoc de Tukey.
***P <0,001, ***P <0,0001, diferente do grupo LPS. #P < 0,01 e ##*#P <0,0001, diferente
das células de controle.

4. CONCLUSOES

Pode-se concluir que o AE preveniu as alteracbes oxidativas no cultivo
primario de astrocitos induzidas pelo LPS, mediante a diminuicdo de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio e aumento das defesas antioxidantes. Entretanto,
mais estudos sdo necessarios para elucidar os mecanismos glioprotetores do AE
na neuroinflamacao e na resposta astrocitaria.
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