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hepaticas (HSC) possuem papel importante no
desenvolvimento da fibrose hepatica e se

caracterizam por expressar dois fenotipos:
Quiescente (Lipécito com baixa proliferagéo e
pouca producdo de MEC), associado ao

Figura 1: Mudanca da arquitetura hepatica (A), associadas ao avango da
fibrose hepatica (B) [2].

estado normal do figado; e Ativado
(Miofibroblasto com alta proliferacdo e
producdo de MEC, caracterizado pela perda
da capacidade de armazenamento de lipidios),
associado com o estado patoldgico fibrogénico
[Figura 1] [4].
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A linhagem celular GRX é representativa das

HSC. Estas células apresentam um fendtipo
ativado intermediario e podem ser induzidas a
expressarem o fenétipo quiescente durante o
tratamento com retinol ou indometacina [5,6].
Quando expostas a algumas citocinas, fatores
de crescimento e/ou estresse oxidativo, a GRX
responde com a modulagdo para o fendtipo
miofibroblastico ativado [Figura 2] [7]. O
Resveratrol (RSV -  3,4’,5-tri-hidroxi-trans-
estilbeno) é uma fitoalexina presente na casca

de uvas vermelhas e nos vinhos tintos. Trata-se de um polifenol que pode se apresentar sob duas
formas isoméricas (cis e trans-resveratrol [Figura 3], que esta associado a muitos efeitos benéficos
a saude devido suas diversas propriedades, entre estas, a antioxidante. Recentemente, tem se
discutido uma possivel agdo pré-oxidante do RSV [8-10]. Anteriormente, mostramos que o
resveratrol estimula a produgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), a lipoperoxidagéo e a
migragao das células GRX.

Figura 2: Ativagdo e modulag&o fenotipica das células GRX [7]

Figura 3: Estruturas moleculares
quimicas (A) e tridimensionais (B)
isométricas do Resveratrol [10]

Em trabalho anterior, foi constatado o potencial pro-oxidante do RSV sobre a linhagem GRX, bem
como um aumento de atividade da Superdxido Dismutase (SOD) ao longo de 120 horas de
tratamento. Este € um trabalho preliminar que visa o estudo dos efeitos do Resveratrol sobre a
biogénese e atividade de mitocondrias na linhagem celular GRX, representativa de HSC.

Materiais e Métodos

Cultura Celular

As células GRX foram obtidas do banco de células da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ). Foram estabelecidas culturas que receberam meio Dulbecco’s (DMEM, Sigma chemical
company, St, Louis, MO, USA) suplementado com 10 % de Soro Fetal Bovino (Cultilab, Campinas,
SP) e tampéo 2g/L HEPES, pH 7,4, sob atmosfera imida com 5 % de CO2. Para o tratamento,
foram divididos 5 grupos: o primeiro recebeu apenas o meio (controle) e os demais receberam as
concentragdes 0,1, 0,5, 1, 10, 50 uM de RSV, diluidos sequencialmente no referido meio. Para o
estudo, foi estabelecido um modelo de exposi¢do aguda (24 horas) e um modelo de exposigdo
cronica (120 horas) ao RSV nas concentragdes mencionadas.

Biogénese mitocondrial

A avaliacdo de biogénese de mitocdndrias foi realizada usando os marcadores fluorescentes
Mitotracker Green (MTG) e Mitotracker Orange (MTO). Terminado o tempo de tratamento, as
células foram incubadas com meio contendo 100 nM de MTG ou MTO por 30 minutos. A leitura de
fluorescéncia foi realizada em fluorémetro de placas M5, com parametros de Emissédo e Excitacdo
de 488 nm e 520 nm para MTG e ....... para MTO. Os resultados foram expressos como unidades
relativas de fluorescéncia (URF).

Microscopia Confocal

As células GRX foram cultivadas e tratadas sobre laminulas dispostas em placas de 24 pocos.
Apbs o periodo de tratamento, foi realizada a incubagdo com meio contendo 100 nM de Mitotracker
Green (MTG) por 30 minutos. As células foram entdo lavadas e apds fixadas com Paraformaldeido
0,4 %, e as laminas foram montadas para observagdo em microscopio Confocal.

Andlise de proteinas
A quantidade de proteinas foi analisada pelo método descrito por Peterson [11].
Andlise estatistica

Foi realizada por ANOVA de uma via [p<0,05] seguido do teste de Duncan e ANOVA de duas vias
[p<0,01]. Os experimentos foram realizados em quadruplicada e os resultados foram expressos
como média + o erro padrao.
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Figura 4: Andlise protéica. Contetdo celular diminuido em
24 horas (A) e 120 horas (B). (Média  E.P., P< 0,05)

Figura 5 Andlise da biogénese de mitocondria com

Mitotracker Green. Aumento de fluorescéncia observada no
tratamento com 10 e 50 uM de RSV em 24 horas (A), e em
todos os tratamentos em 120 horas (B). (Média + E.P., P<
0,05)

Figura 6: Imagens de microscopia confocal. Andlise da biogénese de mitocondria em 24 horas com Mitotracker
Green. (A) Controle, (B) RSV 0,1 iM, (C) RSV 10 uM, (D) RSV 50 uM

Conclusées

Houve aumento de massa mitocondrial atestado por marcagéo fluorescente nas
células que receberam 10 e 50 uM de RSV em 24 horas

O mesmo aumento foi observado em 120 horas para todas as concentragdes de
tratamento com RSV

Esses resultados poderiam corroborar os dados obtidos no trabalho anterior
quanto a indugdo pré-oxidativa e modulagdo positiva de atividade da SOD
nas células tratadas com RSV.

Mais estudos sdo necessarios para uma compreensdo mais precisa dos efeitos
do RSV sobre biogénese de mitocondrias.

Perspectivas

Imunoblotting para proteinas reguladoras de biogénese mitocondrial (mtTFA, NRF-
1, PGC1-a)

Avaliagdo morfolégica e quantitativa das mitocéndrias em células tratadas ou ndo
com RSV através de microscopia eletronica.

Mensurar atividade de SOD mitocondrial

Investigar efeitos do RSV sobre atividade Mitocondrial
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