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RESUMO 

 

O polifenol resveratrol, uma fitoalexina predominantemente encontrada em uvas e no 
vinho tinto, apresenta inúmeros efeitos biológicos, por exemplo a ação antioxidante e 
anti-inflamatória. No sistema nervoso central (SNC), o resveratrol exibe efeitos 
neuroprotetores em vários modelos experimentais de doenças neurológicas, como 
epilepsia, isquemia e doenças de Parkinson e Alzheimer. A ação protetora do 
resveratrol pode ocorrer por meio da modulação de vias de sinalização como a heme 
oxigenase 1 (HO-1), pelo ataque direto a radicais livres, e também pela modulação e 
potencialização de defesas antioxidantes celulares, como a glutationa (GSH), a 
principal molécula antioxidante do SNC, cuja síntese está diretamente associada aos 
astrócitos. Sabe-se que a depleção de GSH em células gliais com D,L-butionina 
sulfoximina (BSO) gera estresse oxidativo, com aumento de espécies reativas de 
oxigênio (EROs) e secreção de citocinas pró-inflamatórias. Portanto, este trabalho 
investiga o efeito glioprotetor do resveratrol frente à depleção de GSH induzida por 
BSO em células astrogliais C6, sobre parâmetros oxidativos e inflamatórios, bem 
como o mecanismo celular envolvido em tal proteção. As células foram tratadas com 
5 mM de BSO por 24 h, na presença ou ausência de pré-tratamento com resveratrol 
(100 µM) por 1 h. Nos experimentos em que o papel da HO-1 foi investigado, as 
células foram pré-incubadas por 30 min com protoporfirina zíncica IX (ZnPP IX), um 
inibidor seletivo desta via. Após, foram avaliados a viabilidade celular, o conteúdo 
intracelular de GSH, a produção de EROs, bem como os níveis das citocinas pró-
inflamatórias fator de necrose tumoral α (TNF-α) e interleucina-1β (IL-1β) Como 
esperado, a exposição ao BSO reduziu a concentração intracelular de GSH e 
aumentou a produção de EROs, bem como a secreção das citocinas pró-inflamatórias. 
Estes efeitos, no entanto, foram abolidos quando as células foram pré-incubadas com 
resveratrol. Estes resultados sugerem que o resveratrol atenua a citotoxicidade do 
BSO, através da ativação da biossíntese de GSH, via HO-1. Dessa forma, nossos 
dados reforçam o papel antioxidante e anti-inflamatório do resveratrol. 
 
 
Palavras-chave: resveratrol, glutationa, D,L-butionina sulfoximina (BSO), células 
astrogliais, estresse oxidativo, resposta inflamatória, heme oxigenase 1 (HO-1) 

 

  



 
 

ABSTRACT  

 
The polyphenol resveratrol, a phytoalexin mainly found in grapes and red wine, 
displays protective properties when exposed to both oxidative and inflammatory 
conditions. In the central nervous system (CNS), resveratrol exhibits neuroprotective 
effects in several neurological disorders experimental models, e.g., epilepsy, stroke, 
Parkinson’s and Alzheimer’s diseases. Resveratrol can exert its protective activity by 
modulating signaling pathways, such as the heme oxygenase 1 (HO-1) system, the 
glutathione (GSH) antioxidant system, as well as acting as a direct scavenger of free 
radicals. GSH is the CNS primary antioxidant molecule, and its biosynthesis is 
straightforwardly associated with astrocytes. Glial GSH depletion with D,L-buthionine-
sulfoximine (BSO) is known to generate oxidative stress and subsequent pro-
inflammatory cytokine release. Therefore, this study sought to investigate the 
gliopreventive effects of resveratrol against BSO-induced GSH depletion in C6 
astroglial cells, on oxidative and inflammatory parameters as well as its underlying 
cellular mechanism. Cells were treated with BSO 5 mM for 24 h, in the presence or 
absence of pre-treatment with resveratrol 100 µM for 1 h. Cells were also pre-
incubated for 30 min with ZnPP IX, a selective inhibitor of the HO-1 pathway, when the 
role of this pathway was investigated. Then, we assessed the following: cell viability, 
GSH intracellular content, reactive oxygen species (ROS) production, and the pro-
inflammatory cytokines TNF-α e IL-1β levels. As expected, BSO exposure reduced 
intracellular GSH concentration, and increased ROS production as well as the pro-
inflammatory mediators’ release. These effects, however, were reversed in resveratrol-
treated cells. These results suggest that resveratrol mitigates BSO cytotoxicity through 
the activation of GSH biosynthesis, with participation of the HO-1. Thus, we present 
data that strengthen the antioxidant and anti-inflammatory roles of resveratrol.  
 
 
Keywords: resveratrol, glutathione, D,L-buthionine-S,R-sulfoximine (BSO), astroglial 
cells, oxidative stress, inflammatory response, heme oxygenase 1 (HO-1) 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O sistema nervoso central (SNC) é constituído pelo encéfalo (tronco encefálico, 

cerebelo e cérebro) e pela medula espinhal, sendo esta a porção que segue no interior 

da coluna vertebral, e aquele protegido pela caixa craniana (LENT, 2010). Duas 

classes celulares principais compõem o tecido nervoso central, os neurônios (células 

nervosas) e as células da glia. Ainda, as células gliais são divididas em dois grandes 

tipos celulares: microglia e macroglia, sendo que esta última inclui os oligodendrócitos 

e os astrócitos (KANDEL et al., 2000). Observa-se que a compreensão da estrutura 

do tecido nervoso somente foi possível após as descrições detalhadas das células 

nervosas por Camillo Golgi e Santiago Ramón y Cajal, no final do século XIX (KANDEL 

et al., 2000). 

Historicamente, acreditava-se que o papel dos astrócitos era meramente 

estrutural, com a função de sustentação mecânica para os neurônios (LENT, 2010); o 

próprio termo “glia” (do grego, “cola”) deriva da função de suporte creditada a esta 

classe celular quando da sua descoberta (RAMÓN Y CAJAL, 1995; KANDEL et al., 

2000).  Atualmente, sabe-se que as funções destas células vão além da estrutural, de 

modo que os astrócitos são considerados o terceiro elemento da sinapse devido à sua 

ação como moduladores da atividade sináptica, bem como ao seu papel na liberação 

e reciclagem de neurotransmissores e no tamponamento de íons potássio resultantes 

da atividade sináptica (BELANGER; MAGISTRETTI, 2009; PEREA et al., 2014). A 

cultura de células astrogliais da linhagem C6 tem sido amplamente utilizada como 

modelo de estudo das funções astrocitárias, bem como das vias de sinalização que 

ocorrem neste tipo celular. Apesar do método in vitro não representar a célula no seu 

ambiente complexo, diversas informações de extrema relevância têm sido obtidas a 

partir de estudos de culturas astrogliais, sendo algumas capazes de serem aplicadas 

in vivo, em especial, mecanismos moleculares envolvidos no metabolismo do 

glutamato (ESCARTIN et al., 2011; QUINCOZES-SANTOS; GOTTFRIED, 2011; 

BENEDIKTSSON et al., 2012). 

 Além do seu papel no metabolismo e homeostase do SNC, a importância das 

células astrogliais também reside na sua atividade protetora diante de condições 

patológicas ou de dano, função que é ressaltada, por exemplo, devido aos efeitos 

destas células sobre o metabolismo do sistema antioxidante da glutationa (GSH) – o 
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principal antioxidante do SNC (HERTZ; ZIELKE, 2004; MARAGAKIS; ROTHSTEIN, 

2006; KHAKH; SOFRONIEW, 2015). A síntese glial de GSH, um tripeptídeo formado 

por resíduos de glutamato, cisteína e glicina, é destacada devido à peculiaridade 

destas células possuírem o trocador de cistina/glutamato (xc
-), que possibilita a 

incorporação de cistina extracelular, bem como à sua capacidade de reduzir este 

aminoácido a cisteína (HERTZ; ZIELKE, 2004; SEIB et al., 2011). Este processo 

ocorre mediante a participação de duas enzimas: a) glutamato-cisteína ligase (GCL), 

responsável pela produção do dipeptídeo γ-glutamilcisteína (γ-GluCys), a partir da 

ligação entre cisteína e glutamato; e b) glutationa sintetase, que catalisa a reação 

desse dipeptídeo com uma molécula de glicina, formando o tripeptídeo GSH 

(ESCARTIN et al., 2011; AOYAMA; NAKAKI, 2015). Observa-se que a disponibilidade 

de cisteína é um fator limitante para a atividade da GCL, e, portanto, para a síntese 

de GSH (LU, 2009; FERGUSON; BRIDGE, 2016). Neste sentido, o composto 

farmacológico D,L-butionina sulfoximina (BSO) inibe seletivamente a GCL, resultando 

no bloqueio direto da síntese astrocítica de GSH (LU, 2009; LEE et al., 2010). O BSO 

tem sido utilizado como modelo de estresse oxidativo em tecidos tanto centrais quanto 

periféricos; desta forma, Lee e cols. (2010) propuseram um modelo de 

neurotoxicidade em cultura de células gliais baseado na depleção de GSH, capaz de 

induzir estresse oxidativo e neuroinflamação após o tratamento com BSO. 

O estresse oxidativo é a condição resultante do desequilíbrio entre os sistemas 

oxidante e antioxidante, em favor do primeiro (HALLIWELL, 2006). Neste estado, os 

níveis intracelulares de GSH podem estar reduzidos, ao passo que a produção de 

espécies reativas de oxigênio (EROs) é aumentada, levando a potencial dano celular 

(DRINGEN, 2000; DRINGEN; HIRRLINGER, 2003). A neuroinflamação, por sua vez, 

refere-se à produção e secreção de citocinas pró-inflamatórias, como o fator de 

necrose tumoral-α (TNF-α) e a interleucina-1β (IL-1β), por astrócitos e células 

microgliais, além de produção de EROs, frente a condições de dano  (TANABE et al., 

2010; SANTELLO et al., 2011). Esta circunstância está associada a doenças 

neurodegenerativas, como esclerose lateral amiotrófica, e doenças de Huntington, 

Parkinson e Alzheimer (HENEKA et al., 2014; OLMOS; LLADO, 2014). Diversos 

tratamentos têm sido propostos para amenizar os efeitos dessas doenças, ou mesmo 

para preveni-las. Consequentemente, a descoberta de moléculas com potencial 

terapêutico no SNC é de destacada relevância. 
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O resveratrol, um polifenol naturalmente produzido por diversas espécies de 

vegetais que compõem a nossa dieta, como uvas, amendoins e frutas vermelhas, tem 

sido amplamente estudado devido a suas diversas atividades biológicas, dentre as 

quais se destacam as ações antioxidante e anti-inflamatória (BAUR; SINCLAIR, 2006; 

ALBANI et al., 2010; BASTIANETTO et al., 2015). Esta molécula foi descoberta 

quando isolada das raízes da herbácea oriental Veratrum grandiflorum O. Loes em 

1942, porém somente a partir de 1992 o resveratrol ganhou reconhecido interesse 

científico, após a proposição de que este seria uma das explicações para os benefícios 

cardioprotetores do vinho tinto (BAUR; SINCLAIR, 2006). 

A ação antioxidante do resveratrol ocorre mediante a neutralização direta de 

radicais livres, mas mais expressivamente pela modulação e potencialização de 

defesas celulares antioxidantes e vias de sinalização celular (RICHARD et al., 2011; 

BASTIANETTO et al., 2015; XIA et al., 2016). Além disso, o resveratrol tem sido 

reportado como agente protetor em outras condições, possuindo atividades anti-

inflamatória, antienvelhecimento, cardioprotetora, e antitumoral (VANG et al., 2011; 

VARONI et al., 2016). Mais especificamente quanto ao SNC, foram observados efeitos 

neuroprotetores do resveratrol em modelos experimentais de isquemia, epilepsia e 

doenças de Parkinson e Alzheimer, dentre outros distúrbios neurodegenerativos (e.g. 

REGE et al., 2014). Os efeitos protetores do resveratrol são associados, dentre outros 

fatores, à modulação de enzimas e de vias de sinalização celular relacionadas à 

resposta ao estresse (XIA et al., 2016).  Uma destas vias é a da heme oxigenase 1 

(HO-1), que tem sido identificada como um importante mecanismo para explicar o 

efeito benéfico do resveratrol (SAKATA et al., 2010). A HO-1 é a isoforma induzível 

da enzima limitante na rota na qual o heme, pró-oxidante, é degradado em 

biliverdina/bilirrubina, ambas moléculas bem caracterizadas como antioxidantes 

(WAKABAYASHI et al., 2010; ESCARTIN et al., 2011; BRAMANTI et al., 2012). Nota-

se que esta via é modulada pelo fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2), 

o qual também modula a transcrição de outros sistemas antioxidantes importantes, 

como a GSH e o transportador xc
- (WAKABAYASHI et al., 2010; ESCARTIN et al., 

2011). Nosso grupo recentemente publicou trabalhos que evidenciam a capacidade 

do resveratrol de modular os níveis intracelulares de GSH em diversos modelos 

experimentais com a participação da HO-1 (QUINCOZES-SANTOS et al., 2013; 

BELLAVER et al., 2015). 
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Esta monografia visa a investigar os potenciais efeitos protetores do resveratrol 

frente à depleção de GSH farmacologicamente induzida pelo BSO em células 

astrogliais C6. Adicionalmente, os objetivos específicos deste trabalho foram: 1) 

avaliar os efeitos do resveratrol sobre parâmetros oxidativos em células astrogliais C6 

expostas ao BSO, tais como conteúdo intracelular de GSH, captação de cistina, e 

produção de EROs; 2) investigar a resposta inflamatória das células C6 decorrente do 

insulto com BSO, bem como a ação do resveratrol sobre parâmetros inflamatórios, 

por meio da avaliação dos níveis das citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IL-1β; e  3) 

analisar as consequências da inibição da HO-1 sobre os efeitos do resveratrol.  
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1  REAGENTES 

 

O meio de cultivo DMEM (do inglês, Dulbecco’s modified Eagle medium) e 

demais materiais para cultura de células foram adquiridos da Gibco/Invitrogen 

(Carlsbad, CA, Estados Unidos). Por outro lado, 3,5,4′-trihidroxi-trans-estilbeno 

(resveratrol), D,L-butionina sulfoximina (BSO), cistina, ácido homocistéico, brometo de 

metiltiazol dissulfil tetrazólio (MTT), iodeto de propídio (IP), 2’-7’- diacetato de 

diclorofluoresceína (DCFH-DA), protoporfirina zíncica IX (ZnPP IX), solução padrão 

de GSH e o-ftaldialdeído foram comprados de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Estados 

Unidos). Já [14C]-cistina foi comprada de Amersham (Buckingham-shire, Reino Unido). 

Além disso, todos os outros reagentes de laboratório utilizados para o 

desenvolvimento desta monografia foram adquiridos de distribuidores comerciais 

locais. 

 

2.2  CULTURA DE CÉLULAS E TRATAMENTOS COM RESVERATROL E BSO  

 

As células astrogliais C6 utilizadas como modelo de estudo deste trabalho 

foram adquiridas da American Type Culture Collection (Rockville, MD, Estados 

Unidos), e conservadas em nitrogênio líquido. Para realizar o cultivo, as células C6 

foram semeadas e mantidas em frascos de cultivo, em DMEM contendo 5% soro fetal 

bovino (SFB), 2,5 mg/ml Fungizone® (Gibco/Invitrogen, CA, Estados Unidos) e 100 

U/l gentamicina, a 37°C sob uma atmosfera de 5% CO2. Quando as células atingiram 

crescimento exponencial, estas foram destacadas do frasco de cultivo utilizando 

0,05% tripsina/ácido etilenodiaminotetraacético (EDTA) e semeadas (1 x 104 

células/cm2) em placas de 6 ou 24 poços. As células, então, foram mantidas em 

DMEM (5% SFB), a 37°C sob uma atmosfera de 5% CO2, até atingirem a confluência 

(no terceiro dia sob as condições in vitro). 

Após as células C6 atingirem a confluência, trocamos o meio de cultivo para 

DMEM sem soro, e realizamos a pré-incubação destas células com resveratrol (100 

µM) por 1 h (etanol foi usado como veículo). Subsequentemente, adicionamos BSO 5 

mM às células, na presença ou ausência de resveratrol, por 6 ou 24 h. Para estudar o 
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papel da HO-1 sobre os efeitos do resveratrol, as células foram tratadas com ZnPP IX 

(um inibidor seletivo da HO-1) por 30 min antes dos tratamentos com resveratrol e/ou 

BSO. Ressaltamos que durante todos os procedimentos as células foram mantidas à 

temperatura de 37°C, em uma atmosfera de 5% CO2. 

Para efetuar os experimentos, conduzimos da seguinte maneira: para medir a 

redução de MTT, liberação de lactato desidrogenase (LDH), incorporação de IP, 

oxidação de DCFH, e captação de cistina, as células foram incubadas com os 

reagentes específicos para cada método; para avaliar o conteúdo de GSH, as células 

foram lisadas em tampão fosfato-salino (PBS) com KCl (140 mM); para medir os níveis 

de TNF-α e IL-1β, o meio extracelular foi utilizado. 

 

2.3 VIABILIDADE CELULAR E INTEGRIDADE DE MEMBRANA 

 

A viabilidade celular foi determinada utilizando-se o ensaio de redução do MTT, 

que consiste em um teste colorimétrico que mede a capacidade das desidrogenases 

mitocondriais reduzirem o MTT. Adicionamos MTT à concentração de 50 µg/mL ao 

meio de cultivo ao final dos tratamentos, no qual as células foram incubadas por 30 

min a 37°C em uma atmosfera de 5% CO2. Após, removemos o meio, e dissolvemos 

os cristais de MTT em dimetilsulfóxido (DMSO). Os valores de absorbância foram 

medidos a 560 nm e 650 nm. Os resultados foram expressos como percentuais 

relativos às condições controle. 

Para ensaios de integridade de membrana, adicionamos IP 7,5 µM às células, 

as quais foram então incubadas durante 6 e 24 h a 37°C sob uma atmosfera de 5% 

CO2. A densidade óptica do núcleo de fluorescência (marcada com IP), que indica a 

perda de integridade de membrana, foi medida com o software Optiquant (Packard 

Instrument Company). O ensaio de LDH foi realizado a partir de 50 µL do meio 

extracelular utilizando-se um kit colorimétrico comercial (Doles, GO, Brasil). Os 

resultados foram expressos como percentuais relativos às condições controle. 

 

2.4 CONTEÚDO DE GSH 

 

Os níveis de GSH foram avaliados conforme anteriormente descrito por Browne 

e Armstrong (1998). O lisado de células foi homogeneizado em PBS 20 mM/KCl 140 
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mM (pH 8,0) contendo EDTA 5 mM. A proteína, por sua vez, foi precipitada com ácido 

meta-fosfórico 1,7%. O sobrenadante foi incubado com o-ftaldialdeído (à 

concentração de 1 mg/ml em metanol) a 22°C durante 15 min. Por fim, uma curva-

padrão de GSH foi realizada com concentrações variando entre 0 µM a 500 µM. Os 

comprimentos de onda de 350 nm e 420 nm (excitação e emissão, respectivamente) 

foram utilizados para determinar a fluorescência, e as concentrações calculadas a 

partir deste experimento foram expressas em nmol/mg proteína. 

 

2.5  CAPTAÇÃO DE CISTINA 

 

Para realizar os experimentos de medida da captação de cistina, seguimos o 

método previamente descrito por Wegrzynowicz e cols. (2007). As células foram 

incubadas com solução salina balanceada de Hank’s (HBSS) contendo (em mM): 137 

NaCl, 5,36 KCl, 1,26 CaCl2, 0,41 MgSO4, 0,49 MgCl2, 0,63 Na2HPO4, 0,44 KH2PO4, 

4,17 NaHCO3 e 5,6 glicose, ajustada a pH 7,4. Iniciamos o ensaio com a adição de 

cistina 100 µM e 0,05 µCi/poço de [14C]-cistina, e, após 5 minutos, a incubação foi 

interrompida mediante a remoção do meio, seguida pela lavagem das células por duas 

vezes utilizando HBSS em baixa temperatura. As células foram então lisadas em uma 

solução de NaOH 0,5 M. A radiação incorporada foi medida em um contador de 

cintilação. A captação de cistina independente de sódio foi medida utilizando-se 

cloreto de colina, ao invés de NaCl, no HBSS. Os resultados foram expressos em 

nmol/mg proteína/min. 

 

2.6  OXIDAÇÃO DE DCFH 

 

Para avaliar os níveis intracelulares de EROs, utilizamos 2’-,7’-

diclorofluoresceína (DCFH-DA), um composto não fluorescente com capacidade de 

permeabilidade celular. Assim, adicionamos DCFH-DA 10 µM às células durante 30 

min a 37°C. Após esse período, as células foram raspadas em PBS contendo 0,2% 

de Triton X-100. A fluorescência foi medida com um leitor de placa (Spectra Max 

GEMINI XPS, Molecular Devices, USA) com excitação de 485 nm e emissão de 520 

nm. Os resultados foram expressos como percentual em relação às condições 

controle.  
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2.7  NÍVEIS DE TNFα E IL-1β 

 

Os níveis de TNF-α e IL-1β no meio extracelular foram avaliados utilizando-se 

a técnica de ELISA (ensaio de imunoasdsorção enzimática; do inglês, “enzyme-linked 

immunonosorbent assay”), com kits comerciais da PeproTech (Rocky Hill, NJ, Estados 

Unidos) e eBioscience (Estados Unidos), respectivamente. Os resultados foram 

expressos como percentual relativo aos níveis controle.  

 

2.8  DETERMINAÇÃO DA QUANTIDADE DE PROTEÍNA 

 

Medimos a quantidade de proteína nas amostras de acordo com o método de 

Lowry, utilizando albumina sérica bovina como padrão (LOWRY et al., 1951). 

 

2.9  ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

A análise estatística da diferença entre os grupos foi realizada utilizando-se 

análise de variância (ANOVA) de uma ou duas vias, seguida pelo teste de Tukey. 

Valores de P < 0,05 foram considerados significativos. As análises foram conduzidas 

mediante a utilização do software Statistical Package for Social Sciences (SPSS), 

versão 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Os dados foram representados como 

média ± E.P., sendo que a indica diferença significativa em relação às condições 

controle e b indica diferença significativa em relação ao tratamento com BSO. 
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3 RESULTADOS  

 

Primeiramente, nós avaliamos os efeitos do BSO sobre a viabilidade das 

células astrogliais C6 a fim de determinar a concentração de BSO para os 

experimentos posteriores. Para isso, realizamos uma curva de concentração de BSO, 

que variou de 0,1 a 25 mM durante 6 e/ou 24 h. Os ensaios de incorporação de IP e 

de atividade do LDH foram realizados e indicaram não haver perda significativa da 

integridade da membrana celular. A viabilidade celular das células C6 (medida pela 

técnica de redução do MTT) não foi significativamente alterada após 6 h de exposição 

ao BSO (Fig. 1A), porém foi observada toxicidade nas células C6 tratadas com altas 

concentrações de BSO (≥ 20 mM) por 24 h (Fig. 1B). Buscando uma concentração 

capaz de reduzir os níveis de GSH nas células astrogliais C6, porém sem causar perda 

da viabilidade destas células, nós estabelecemos o tratamento padrão com 5 mM de 

BSO por 24 h para investigar seus efeitos sobre parâmetros inflamatórios e de 

estresse oxidativo. Para os tratamentos com resveratrol, nós usamos a concentração 

previamente testada e estabelecida pelo nosso grupo – 100 μM (DOS SANTOS et al., 

2006; QUINCOZES-SANTOS et al., 2009). 

 

Figura 1 - Efeitos do BSO sobre a viabilidade celular de células astrogliais C6 após 

tratamentos por 6 h (A) e 24 h (B) 

 

Fonte: Autor (2016). Os dados representam média ± E. P. de quatro experimentos independentes 
realizados em triplicata. * indica diferença significativa (P < 0,01) em relação aos valores do controle.  

 

 

Na sequência, os efeitos da depleção de GSH mediada por BSO nas células 

astrogliais C6 foram investigados. Como esperado, o tratamento com BSO 5 mM 

reduziu os níveis de GSH de 15,0 ± 0,8 para 4,5 ± 0,3 nmol/mg proteína (P < 0,01; 

Fig. 2). Porém, quando as células foram pré-incubadas com resveratrol, o conteúdo 
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de GSH apresentou-se próximo aos níveis basais (14,7 ± 0,7). Além disso, o 

resveratrol per se foi capaz de aumentar os níveis intracelulares de GSH em 

aproximadamente 25% (P < 0,01). Para testar o envolvimento da HO-1 neste efeito 

protetor do resveratrol, nós usamos o ZnPP IX, um inibidor específico desta via de 

sinalização. A pré-incubação com ZnPP IX aboliu completamente os efeitos do 

resveratrol. 

 

Figura 2 - Efeitos do resveratrol sobre a depleção de GSH mediada por BSO   

 

Fonte: Autor (2016). Os dados representam média ± E. P. de quatro experimentos independentes 
realizados em triplicata. a representa diferença significativa em relação aos valores do controle; b indica 
diferença significativa em relação ao tratamento com BSO.  

 

Visto que o trocador xc
- tem sido relacionado com a biossíntese de GSH, nós 

avaliamos a captação de cistina após os tratamentos com BSO/resveratrol. A 

incubação com BSO diminuiu a captação de cistina de 4,1 ± 0,3 para 1,5 ± 0,1 nmol/mg 

proteína/min (P < 0,01; Fig. 3), ao passo que o pré-tratamento com resveratrol 

preveniu este efeito (P < 0.01); entretanto, resveratrol per se não afetou a captação 

de cistina. Visto que a captação de cistina também é diretamente regulada pela HO-

1, nós também testamos o efeito do ZnPP IX sobre a proteção do resveratrol. Quando 

co-incubado com ZnPP IX, o resveratrol não foi capaz de prevenir a queda na 

captação de cistina após o tratamento com BSO.  
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Figura 3 – Efeitos do resveratrol sobre a captação de cistina, na presença ou 

ausência do BSO e/ou do inibidor da HO-1, ZNPP IX  

 

Fonte: Autor (2016). Os dados representam média ± E. P. de quatro experimentos independentes 
realizados em triplicata. a representa diferença significativa em relação aos valores do controle; b indica 
diferença significativa em relação ao tratamento com BSO. 

 

A produção intracelular de EROs foi avaliada a partir da oxidação do DCFH. 

Observou-se aumento de aproximadamente 45% (P < 0,01) nos níveis de EROs nas 

células C6 expostas ao BSO 5 mM (Fig. 4). O pré-tratamento com resveratrol preveniu 

totalmente este efeito (P < 0,01). Além disso, o resveratrol per se reduziu a produção 

de EROs em cerca de 32% (P < 0,05).  

 

Figura 4 - Efeitos do resveratrol sobre a produção de EROs induzida pelo BSO 

 

Fonte: Autor (2016). Os dados representam média ± E. P. de quatro experimentos independentes 
realizados em triplicata. a representa diferença significativa em relação aos valores do controle; b indica 
diferença significativa em relação ao tratamento com BSO.  
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Tendo em vista que a produção de EROs possui um papel importante na 

resposta inflamatória, nós medimos a secreção das citocinas pró-inflamatórias TNF-α 

e IL-1β no meio extracelular das células astrogliais C6 após a exposição ao BSO. O 

tratamento com BSO elevou tanto os níveis de TNF-α (aproximadamente 95%) quanto 

os de IL-1β (72%), comparados com as condições controle [P < 0.01, (Fig. 5A e B, 

respectivamente)]. Não obstante, o pré-tratamento com resveratrol significativamente 

preveniu a liberação de TNF-α e IL-1β induzida pelo BSO, ao passo que o resveratrol 

per se não alterou os níveis destas citocinas. 

 

Figura 5 - Efeitos do resveratrol na liberação das citocinas pró-inflamatórias TNF-α 

(A) e IL-1β (B) 

 

Fonte: Autor (2016). Os dados representam média ± E. P. de quatro experimentos independentes 
realizados em triplicata. a representa diferença significativa em relação aos valores do controle; b indica 
diferença significativa em relação ao tratamento com BSO. 
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4 DISCUSSÃO 

 

A depleção de GSH altera a funcionalidade glial, promovendo o desequilíbrio 

entre os sistemas antioxidante e pró-oxidante (LEE et al., 2010). Logo, a redução nos 

níveis deste antioxidante resulta em estresse oxidativo, aumentando os níveis 

intracelulares de EROs, as quais podem estar associadas a resposta inflamatória 

(HALLIWELL, 2006; LEE et al., 2010). Neste contexto, nossos resultados mostram 

que o tratamento com BSO diminuiu os níveis de GSH, aumentou a produção de 

EROs, bem como elevou a secreção dos mediadores pró-inflamatórios TNFα and IL-

1β. No entanto, o pré-tratamento com resveratrol preveniu esses efeitos 

possivelmente por meio da modulação da biossíntese de GSH, com participação da 

via de sinalização da HO-1. Portanto, pela primeira vez é apresentado que o 

resveratrol é capaz de proteger células astrogliais C6 da toxicidade estimulada pelo 

BSO.  

Os astrócitos são amplamente conhecidos pelo seu papel neuroprotetor no 

SNC. Sob condições normais, este tipo celular é responsável pela síntese e liberação 

de GSH e de outros metabólitos essenciais, como fatores de crescimento; entretanto, 

sob estresse oxidativo e neuroinflamação, podem produzir citocinas pró-inflamatórias 

e EROs, os quais aceleram a degeneração neuronal (KHAKH; SOFRONIEW, 2015). 

Uma das propriedades que evidenciam a relevância das células astrogliais na 

proteção do SNC é o trocador xc
-, o qual é específico destas células, e diretamente 

coordenado pelo Nrf2/HO-1 (WEGRZYNOWICZ et al., 2007; ESCARTIN et al., 2011). 

O transportador xc
-  é essencial à biossíntese de GSH, devido à sua capacidade de 

captação de cistina do meio extracelular, em troca de glutamato, sendo de vital 

importância na manutenção do estado redox do SNC (WEGRZYNOWICZ et al., 2007; 

SEIB et al., 2011).  

No processo biossintético da GSH, a cistina incorporada pelo trocador xc
- é 

reduzida a cisteína, a qual é considerada o componente limitante da atividade da GCL 

e da síntese de GSH astroglial (HERTZ; ZIELKE, 2004; LU, 2009). A captação de 

cistina pode ser modulada por diversas condições oxidantes e inflamatórias, como 

H2O2 e lipopolissacarídeo (SEIB et al., 2011). Neste contexto de insulto, o aumento na 

captação de cistina leva à maior biodisponibilidade de cisteína, de modo que o sistema 

antioxidante endógeno é estimulado (LU, 2009; FERGUSON; BRIDGE, 2016). Além 
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disso, o aumento na captação de cistina pelas células astrogliais pode ser indicativo 

da atividade do transportador xc
-.  

A cisteína reduzida reage com o glutamato, para formar γ-GluCys sob atuação 

da GCL. O agente farmacológico BSO inibe seletivamente a GCL, de modo que 

promove a depleção dos níveis de GSH nas células astrogliais, estado que causa 

neurotoxicidade e está associado a diversos distúrbios neurodegenerativos, como as 

doenças de Alzheimer e Parkinson (LEE et al., 2010).  Visando ao estudo dos 

mecanismos protetores do resveratrol sobre esta condição, tratamos as células 

astrogliais C6 com BSO, o que reduziu o conteúdo intracelular de GSH e a captação 

de cistina para cerca de 30% e 36% dos níveis basais, respectivamente.  

O resveratrol pode exercer a sua atividade antioxidante agindo como um 

scavenger direto de radicais livres e/ou regulando positivamente as defesas 

antioxidantes endógenas e vias de sinalização celular (QUINCOZES-SANTOS; 

GOTTFRIED, 2011; RICHARD et al., 2011; BASTIANETTO et al., 2015; XIA et al., 

2016). Embora os mecanismos exatos pelos quais o resveratrol exerce seus efeitos 

ainda não estejam bem estabelecidos, a via de sinalização da HO-1 tem sido 

identificada como um importante mecanismo para explicar o papel desta molécula na 

resposta ao estresse (SAKATA et al., 2010). A indução da expressão da HO-1 é 

associada a efeitos protetores contra situações de estresse: a HO-1 estimula vias 

celulares endógenas que levam à resistência contra condições associadas ao 

estresse oxidativo, como o sistema da GSH, deste modo conferindo neuroproteção 

(BASTIANETTO; QUIRION, 2010; SAKATA et al., 2010; WAKABAYASHI et al., 2010). 

Neste sentido, moléculas que atuam por meio desta via apresentam potencial 

farmacológico. 

Nosso grupo recentemente demonstrou que o resveratrol protege células 

astrogliais C6 da toxicidade por H2O2, bem como as células astrocitárias primárias do 

insulto com lipopolissacarídeo, pela via de sinalização da HO-1 (QUINCOZES-

SANTOS et al., 2013; BELLAVER et al., 2015). Como mencionado acima, a HO-1 é 

um gene alvo do Nrf2, o qual, quando acionado sob situações de estresse, pode ativar 

a região promotora da HO-1 que possui o elemento de resposta antioxidante (ARE, 

em inglês), ativando a via de sinalização da HO-1 (WAKABAYASHI et al., 2010).  

Os resultados deste trabalho mostram que o pré-tratamento com resveratrol 

preveniu a depleção de GSH induzida pelo BSO, bem como a redução na captação 
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de cistina. Esse efeito foi abolido quando o inibidor da HO-1, ZnPP IX, foi co-incubado, 

evidenciando a participação desta via de sinalização no efeito protetor do resveratrol. 

Diante do insulto com BSO, o resveratrol pode ter exercido seus efeitos mediante a 

ativação do fator de transcrição Nrf2, o que é capaz de explicar a participação da HO-

1 no aumento da biossíntese de GSH. Além disso, como o aumento dos níveis de 

GSH foi acompanhado pela elevação da atividade de transporte de cistina, pode ter 

havido a ativação da GCL e do transportador xc-, ambos também alvos do Nrf2 

(WEGRZYNOWICZ et al., 2007; WAKABAYASHI et al., 2010). Não obstante, para se 

testar essa hipótese, futuros experimentos devem ser feitos tendo o objetivo de 

investigar a participação específica deste fator de transcrição. A despeito da incerteza 

quanto à complexidade dos mecanismos envolvidos, nossos dados demonstram que 

os efeitos protetores do resveratrol contra a citotoxicidade do BSO estão intimamente 

relacionados à capacidade de modulação da biossíntese de GSH, com a participação 

da HO-1. Assim, nossos resultados reforçam o papel antioxidante do resveratrol.  

Em relação ao sistema oxidante, nosso estudo demonstrou que o tratamento 

com BSO aumentou significativamente a produção de EROs nas células astrogliais 

C6. Por ser associada ao estresse oxidativo, a depleção de GSH nas células gliais 

induz resposta inflamatória, com o aumento da liberação de citocinas pró-inflamatórias 

pelas células astrogliais (LEE et al., 2010). TNF-α e IL-1β são citocinas pró-

inflamatórias clássicas que possuem um papel predominante na neuroinflamação 

devido à sua capacidade de induzir a ativação de outras citocinas (TANABE et al., 

2010; TANABE et al., 2011). A secreção dessas citocinas por células gliais é 

fortemente correlacionada com várias doenças neurodegenerativas, como as doenças 

de Parkinson e Alzheimer (OLMOS; LLADO, 2014). O presente estudo demonstrou 

que o aumento dos níveis de EROs após o tratamento com BSO foi acompanhado 

pelo aumento dos níveis de TNF-α e IL-1β, corroborando com a associação entre a 

produção de EROs e a neuroinflamação. O resveratrol, por sua vez, foi capaz de 

atenuar os efeitos tanto oxidativos quanto inflamatórios, provavelmente por meio da 

modulação do conteúdo intracelular de GSH. Vários estudos anteriores que avaliaram 

os efeitos do resveratrol sobre diversos insultos neurotóxicos, incluindo alguns do 

nosso grupo, encontraram efeitos similares desta molécula sobre a inibição da 

produção de EROs e da secreção de citocinas pró-inflamatórias (MANNA et al., 2000; 

BOBERMIN et al., 2012; QUINCOZES-SANTOS et al., 2013; SOUZA et al., 2013; 
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BELLAVER et al., 2014; KULKARNI; CANTO, 2015). Nossos dados, portanto, 

contribuem para reforçar o papel antioxidante e anti-inflamatório do resveratrol. 
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5 CONCLUSÃO 

 

Considerando que o BSO possui função crítica na depleção da GSH, nossas 

observações sugerem que o resveratrol atenua a citotoxicidade do BSO ativando a 

biossíntese intracelular de GSH, em parte pela indução da via da HO-1. Além disso, o 

resveratrol preveniu a produção de EROs após a depleção de GSH em células C6, 

bem como reduziu a secreção de citocinas pró-inflamatórias. Neste sentido, nossos 

dados reforçam as propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias do resveratrol, além 

do seu uso potencial como agente protetor contra resposta oxidativa e inflamatória 

estimulada pela depleção de GSH, condição a qual pode estar associada a diversos 

distúrbios degenerativos neurológicos. 

Neste trabalho foi lançada a hipótese de que o resveratrol pode estar ativando 

não somente a via da HO-1, mas também o fator de transcrição Nrf2, modulador da 

HO-1. Portanto, estudos futuros devem investigar o papel do Nrf2 como mecanismo 

de indução da HO-1 pelo resveratrol. Assim, devem-se avaliar a atividade e expressão 

da GCL e do trocador xc-, ambos também alvos do Nrf2, para se compreender o papel 

do resveratrol sobre essas moléculas na condição de depleção de GSH.  
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