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RESUMO

A amobnia é uma neurotoxina implicada em desordens metabdlicas
cerebrais associadas com hiperamonemia. A neurotoxicidade aguda da amonia
pode ser mediada por mecanismos excitotoxicos envolvendo o sistema
glutamatérgico, incluindo a ativacdo do receptor NMDA e o subsequente
aumento na concentracdo de Ca?". O estresse oxidativo esta relacionado a
neurotoxicidade da ambénia e o 6xido nitrico parece estar envolvido nesta
condicdo. Os astrécitos desempenham um papel essencial na protecao dos
neurdnios contra excitotoxicidade por captar o excesso de amonia e glutamato
e converté-los em glutamina, usando a enzima glutamina sintetase, e também
protegendo contra o estresse oxidativo. A proteina S100B, particularmente a
S100B extracelular, € usada como parametro de ativacdo ou comprometimento
em varias situacdes de dano cerebral, incluindo hiperamonemia. Antioxidantes,
como o resveratrol, apresentam muitos efeitos biologicos, incluindo a
modulacao de parametros gliais como a captacdo de glutamato, a atividade da
glutamina sintetase e a secrecdo de S100B. Neste estudo, foi investigado o
efeito de antioxidantes sobre a secrecdo de S100B induzida pela ambénia em
células astrogliais. O resveratrol foi capaz de prevenir o aiumento da secrecao
de S100B, ap6s 24 h de exposicdo a amdnia, provavelmente via inibicdo de
oxido nitrico e proteina cinase A (PKA). Entdo, o resveratrol pode ser um

possivel agente protetor contra a neurotoxicidade induzida pela aménia.



ABSTRACT

Ammonia is a neurotoxin implicated in brain metabolic disorders
associated with hyperammonemia. Acute ammonia neurotoxicity can be
mediated by excitotoxic mechanism involving glutamatergic system, including
NMDA receptor activation and subsequent increase in intracellular Ca®*
concentration. Oxidative stress is related to ammonia neurotoxicity and nitric
oxide can be involved in this condition. Astrocytes play an essential role in
protecting neurons against excitotoxicity uptake excess ammonia and glutamate
and converting it into glutamine, using enzyme glutamine synthetase and also
protected against oxidative stress. S100B protein, particularly extracellular
S100B, is used as a parameter of glial activation or commitment in several
situations of brain injury, including hyperammonemia. Antioxidants, such as
resveratrol, showed many biological effects, including modulation of glial
parameters as glutamate uptake, glutamine synthetase activity and S100B
secretion. In this study, we investigated the effect of antioxidants on S100B
secretion induced by ammonia in astroglial cells. Resveratrol was able to
prevent the increase of S100B secretion, after 24 h ammonia exposure,
probably via nitric oxide and protein kinase A (PKA) inhibition. Then, resveratrol

may be a possible protective agent against neurotoxicity induced by ammonia.
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INTRODUCAO

1. Astrocitos

Rudolf Virchow, em 1846, descreveu pela primeira vez a neuroglia e a
retratou como células pequenas e de forma arredondada, que preenchiam o
espaco extracelular e faziam parte do tecido conectivo (Somjen, 1988). As
células gliais sdo divididas em trés categorias principais: (1) astrocitos e
oligodendrdcitos, ambos de origem ectodérmica, constituindo a macroglia; (2) a
microglia, de origem mesodérmica; e (3) células ependimais, de origem
ectodérmica (Perea & Araque, 2005; Young, 1991).

Os astrocitos sdo as células mais abundantes no Sistema Nervoso
Central (SNC) e podem ser classificados em dois grupos: os astrécitos
protoplasmaticos, que localizam-se na substéncia cinzenta e sé&o
caracterizados por processos curtos e ramificados, e os astrocitos fibrosos, que
estdo presentes na substancia branca e emitem longos processos em muitas
direcdes (Gee & Keller, 2005; Kimelberg & Norenberg, 1989; Pereira & Furlan,
2010).

Durante muito tempo os astrécitos foram considerados apenas como
suporte estrutural para os neurdnios. No entanto, estas células apresentam
varias funcdes, dentre as quais se destacam:

a. Sintese de proteinas da matriz extracelular, moléculas de adeséo e fatores
troficos, que controlam a maturacdo neuronal e sinaptogénese (Jessen,
2004; Ransom et al, 2003; Van Eldik & Wainwright, 2003; Wang & Bordey,
2008)

b. Formacdo e manutencdo da barreira hematoencefalica (Nedergaard et al,

2003; Wang & Bordey, 2008);



c. Tamponamento de ions extracelulares (Simard & Nedergaard, 2004);

d. Captacdo de neurotransmissores, como glutamato e GABA (Danbolt, 2001,
Gee & Keller, 2005; Jessen, 2004);

e. Suporte metabdlico pelo estoque de glicogénio, que quando necessario,
pode ser degradado, fornecendo lactato aos neurdnios (Brown & Ransom,
2007; Pellerin & Magistretti, 2004);

f. Atuacdo na resposta imune cerebral, respondendo a danos por meio de
respostas inflamatérias (Gee & Keller, 2005);

g. Protecdo contra agentes téxicos para neurbnios, como metais pesados e
amonia (Rao et al, 2005; Struzynska et al, 2001).

Astrocitos podem fazer contato com sinapses de diferentes neurdnios, e

esta relacdo de proximidade levou ao termo sinapse tripartite, que reconhece o

astrocito como o terceiro elemento da sinapse (Araque et al, 1999; Perea et al,

2009). Além disso, o0s astrocitos expressam receptores para

neurotransmissores, que ativam cascatas de sinalizacdo, fazendo com que

haja liberacdo de substancias neuroativas pelos astrécitos, sinalizando de volta

para neurénios (Allen & Barres, 2009; Fellin & Carmignoto, 2004).



Terminal Terminal
pré-sinaptico pos-sinaptico

Neurénio Neurénio

Ay

Receptor

Liberagao

de
substancias

Aumento de
calcio

Processo
astrocitico

Figura 1 — Sinapse tripartite. Allen & Barres, 2009.

2. Marcadores gliais em astrocitos

Como anteriormente citado, 0s astrocitos participam de varios processos
fisiolégicos e metabdlicos responsaveis pela manutencdo da homeostase do
SNC. O principal marcador astrocitico é a proteina glial fibrilar acida (GFAP, do
inglés Glial Fibrillary Acidic Protein). Um outro marcador bastante utilizado € a

proteina S100B.

2.1. Proteina glial fibrilar acida

A GFAP é uma proteina de filamentos intermediarios do tipo Il do
citoesqueleto glial (Gomes et al, 1999; Liem & Messing, 2009; Rodnight et al,
1997). Inicialmente isolada de lesbes cerebrais (placas) de pacientes com
esclerose multipla (Eng et al, 2000), a GFAP é reconhecida e amplamente
utilizada como marcador de astrdcitos e de tumores de linhagem astrocitica

(Pekny & Pekna, 2004).



A GFAP possui peso molecular aparente de 50 kDa e, estruturalmente,
apresenta uma cabeca amino-terminal (altamente basica), uma cauda carboxi-
terminal (regido responsavel pela ligacdo entre os mondémeros), ambas néo-
helicoidais, e uma porg¢ao central, composta por uma extensa a-hélice, cuja
sequéncia de aminoacidos € conservada em relacdo a outros tipos de

proteinas componentes dos filamentos intermediérios (Eng et al, 2000).

2.2. Proteina S100B

A proteina S100B faz parte da familia de proteinas ligantes de célcio
S100 (Donato, 2001). O primeiro membro identificado da familia foi uma
mistura ndo fracionada de S100B e S100A1, chamado “S100” devido a sua
solubilidade em uma solugdo 100% saturada de sulfato de aménio (Moore,
1965). Atualmente, sdo conhecidos mais de 20 membros da familia S100 nos
mais diversos tipos celulares de vertebrados (Donato, 2003), os quais possuem
aproximadamente 50% de homologia nas suas sequéncias de aminoacidos
(Zimmer & Van Eldik, 1988).

A S100B € uma proteina do tipo EF-hand (hélice-loop-hélice), de 21 kDa.
Estruturalmente, se apresenta como homodimeros constituidos por duas
subunidades B ligadas por pontes dissulfeto, com dois sitos de ligacéo ao calcio

por mondémero (Donato, 2003; Van Eldik & Wainwright, 2003).



Figura 2 — Estrutura da proteina S100B. (A) Dimero de S100B livre de célcio.

(B) Dimero de S100B ligado ao calcio. Donato, 2003.

A S100B é expressa e secretada principalmente por astrdcitos (Donato,
2001; Zimmer & Van Eldik, 1987). No entanto, sua expressao ja foi identificada
em outros tipos celulares, como em oligodendrécitos em maturacdo e certas

populacdes neurais (Donato et al, 2009). Além de possuir alvos intracelulares,
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a S100B exerce efeitos paracrinos, em neurdnios e microglia, e autdcrinos, em

astrocitos (Donato et al, 2009; Ponath et al, 2007).

2.2.1. Atividades intracelulares

A S100B se localiza no citoplasma, o que possibilita sua interagcdo com
diversas proteinas-alvo (Donato, 2003). Dentre as func¢des intracelulares
exercidas pela S100B estdo: modulacdo da polimerizacdo do citoesqueleto
(Donato, 1988; Garbuglia et al, 1999; Sorci et al, 2000), inibicdo da fosforilagéo
de GFAP e vimentina, em cultura de astrécitos hipocampais (Frizzo et al,
2004), regulacao da proliferacéo e diferencia¢éo celular, homeostase do célcio,
fosforilacdo de proteinas, degradacéo de proteinas e a modulacdo de atividade

enzimatica e metabolismo (Donato et al, 2009).

2.2.2. Atividades extracelulares

Extracelularmente, a proteina S100B pode ter efeitos tréficos ou toxicos,
dependendo de sua concentracado. Niveis extracelulares de S100B na ordem
nanomolar possuem efeitos neurotréficos, estimulando o crescimento e
regeneracao de neuritos, in vitro e in vivo, e aumentando a sobrevivéncia de
neurdnios durante o desenvolvimento e apds dano (Donato et al, 2009; Van
Eldik & Wainwright, 2003). Em baixas concentrac¢des, a S100B também possui
efeitos benéficos em astrocitos, estimulando sua proliferacdo, e em microglia,
inibindo efeitos de neurotoxinas (Donato et al, 2009).

Em concentracbes mais altas, variando entre altos valores nanomolar
até micromolar, a S100B exerce efeitos toxicos, tanto para a glia quanto para

neurdnios. Em astrocitos e microglia, estimula a producdo e secrecdo de
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citocinas pro-inflamatorias como interleucina-13, interleucina-6 e fator de
necrose tumoral a, além de estimular a producéo de NO, através da inducéo da
oxido nitrico sintase induzivel (iINOS). Esse conjunto de fatores pode levar a
disfuncao e até mesmo apoptose neuronal (Bianchi et al, 2010; Donato et al,
2009; Van Eldik & Wainwright, 2003).

Existem evidéncias de que os efeitos extracelulares da S100B sejam
mediados por sua ligacdo ao RAGE (Donato, 2007; Hofmann et al, 1999), um
receptor multiligante envolvido na transducgéo de estimulos inflamatérios e de

diversos fatores tréficos e toxicos (Donato, 2001).

2.2.3. Secrecdo de S100B

Apesar de diversos papéis intra e extracelulares da S100B ja terem sido
descritos, 0 exato mecanismo pelo qual esta proteina € secretada ainda nao foi
elucidado. No entanto, varios moduladores da secrecdo de S100B sao
conhecidos, entre eles: glutamato, adenosina (Ciccarelli et al, 1999), estresse
metabolico (Gerlach et al, 2006), neuroléptico risperidona (Quincozes-Santos et
al, 2008), antioxidantes naturais (Abib et al, 2008; de Almeida et al, 2007; dos
Santos et al, 2006) e amonia (Leite et al, 2006).

Existem evidéncias de que um aumento nos niveis intracelulares de
AMPc (Goncalves et al, 2002) ou de calcio intracelular (Davey et al, 2001)
podem sinalizar para a liberacdo de S100B. Recentemente também foi
demonstrado que a secrecao de S100B, em culturas primarias de astrocitos e
fatias hipocampais, € aumentada por bloqueadores de juncées comunicantes

(gap junctions) (Leite et al, 2009).
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Sabe-se que o0 aumento da expressdo de S100B ndo esta diretamente
relacionado com o aumento de sua secrec¢éo, pois nem toda S100B produzida

€ necessariamente exportada (Tramontina et al, 2002).

3. Células Astrogliais C6

A linhagem C6 tem sua origem datada da década de 60, sendo uma das
linhagens mais amplamente utilizadas em estudos neuroquimicos. Ela foi
obtida ap6s injecdes em ratos do agente alquilante N-nitrosometilureia (Benda
et al, 1968). A expressao das proteinas gliais GFAP e S100B atesta 0 seu
carater astrocitico (Benda et al, 1971).

Embora com algumas limitagcdes, as células astrogliais C6 sdo um
importante modelo de estudo para avaliacdo e regulacdo do crescimento
celular, liberacdo de fatores troficos, vias de transducdo de sinal (Kim et al,
2006), e investigacdo de -caracteristicas bioquimicas e metabdlicas que
envolvam funcbes desempenhadas por astrocitos (Cechin et al, 2005; Feng &
Zhang, 2004; Mangoura et al, 1989).

As células astrogliais C6 utilizadas nesta dissertacdo apresentam forte
marcacdo para a proteina GFAP e varios trabalhos do nosso grupo mostram
gue elas exercem importantes funcdes astrociticas como captacdo de
glutamato, sintese de glutamina e expressado e secrac¢do da proteina S100B
(dos Santos et al, 2006; Funchal et al, 2005; 2007; Quincozes-Santos et al,

2008; 2009a).
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4. Amonia

A ambnia é um metabdlito normal de todos os tecidos, proveniente do
metabolismo de aminoacidos e outros compostos nitrogenados. Por ser um
agente altamente neurotdxico, a remocdo das quantidades excessivas de
amonia torna-se critica (Cooper & Plum, 1987; Felipo & Butterworth, 2002). Em
solugdo aquosa, a amdnia (NHs) estd em equilibrio com o ion aménio (NH4").
Em condicBes fisiologicas (pH 7,4), 98% esta presente na forma protonada’
(Bosoi & Rose, 2009; Bromberg et al, 1960; Felipo & Butterworth, 2002).

A concentracdo sérica de amodnia € mantida baixa, na faixa de 0,05 a
0,1 mM, pelo figado (Felipo & Butterworth, 2002). Nas células hepdticas, a
amonia € convertida em uréia, através do ciclo da uréia, para posterior
eliminagéo pelos rins (Morris, 2002) ou incorporada ao glutamato formando
glutamina, por acdo da enzima glutamina sintetase (GS) (Haussinger & Gerok,
1983; Stadlbauer et al, 2009).

A capacidade hepatica reduzida para remocdo da amodnia associada
com desordens inatas do ciclo da uréia ou doencas hepaticas adquiridas
(hepatite, cirrose e doencas autoimunes) resultam em aumento da
concentracdo sérica de amodnia para até 0,2 mM (Felipo & Butterworth, 2002).
A observacdo de que o estado hiperamonémico estd frequentemente
acompanhado por disfuncdo neuropsicolégica sugere que a amobnia
desempenha um papel patogénico principal no desenvolvimento desta
disfuncdo, conhecida como encefalopatia hepatica (Katayama, 2004). A
encefalopatia hepatica pode ser definida como um estado de perturbacédo da

funcdo do SNC associado a uma hepatopatia aguda ou crbénica grave.

' O termo aménia é utilizado neste texto para se referir & aménia livre e protonada.
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4.1. Hiperamonemia e SNC

A amobnia encontrada no SNC pode se originar de rotas enzimaticas
cerebrais, principalmente da glutamato desidrogenase (que catalisa a
desaminacao oxidativa do glutamato) e também da glutaminase (que converte
glutamato a glutamina, liberando aménia) (Felipo & Butterworth, 2002). Além
disso, a ambnia também pode ser proveniente da circulagdo. Considera-se que
o transporte da aménia através da barreira hematoencefélica se deve a
combinacido da difusdo passiva de NHs e transporte de NH," por canais de
cation (Ott et al, 2005) e por canais de aquaporina 8 (Saparov et al, 2007).

Em condicOes fisiolégicas normais, a concentracdo de amodnia no
cérebro é aproximadamente 0,05 mM, podendo chegar até 5 mM em situacdes
de hiperamonemia (Bosoi & Rose, 2009; Felipo & Butterworth, 2002). A amonia
cerebral é metabolizada pela enzima GS, que € encontrada em astrocitos
(Norenberg, 1979; Norenberg & Martinez-Hernandez, 1979). Esta enzima
converte o glutamato e a amonia captados pelos astrocitos em glutamina. A
glutamina € liberada pelos astrocitos e captada por neurbnios para ser
novamente convertida em glutamato, ciclo este conhecido como glutamina-
glutamato. Uma adequada regulacdo entre astrocitos e neurdnios através do
ciclo glutamato-glutamina € essencial para a homeostasia glutamatérgica
(Banerjee et al, 2008; Danbolt, 2001; Magistretti, 2006; Newsholme et al, 2003;
Pellerin et al, 2002).

Assim, os astrocitos desempenham um papel central na detoxificacao da
amonia no SNC (Bjerring et al, 2009) e evidéncias apontam essas células como
o principal alvo da neurotoxicidade provocada pela hiperamonemia (Norenberg

et al, 2009).
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Estudos in vitro e in vivo mostram inUmeras perturbacdes no
funcionamento normal do cérebro que podem ser causadas direta ou
indiretamente pelo aumento da concentragcdo de amonia (Wilkinson et al,
2010). Entre as alteracdes celulares estdo aumento do pH intracelular e
alteracbes no potencial de membrana, jA que o NH4;  pode competir com o
potassio (Bosoi & Rose, 2009). Além disso, a hiperamonemia esta associada
com edema astrocitico, que é provocado por diversos fatores, sendo que o
acumulo de glutamina, produto do metabolismo da amodnia, possui um
importante papel exercendo efeito osmético (Haussinger & Schliess, 2008;
Jayakumar et al, 2006; Norenberg et al, 2005).

Um importante efeito toxico induzido pela hiperamonemia é o estresse
oxidativo (Norenberg et al, 2009), ocasionado principalmente pela geracao de
radicais livres (Master et al, 1999; Murthy et al, 2001; Sinke et al, 2008), mas
também pela reducdo da atividade de enzimas antioxidantes pela amonia
(Kosenko et al, 1999; Kosenko et al, 1997b). A geracdo de radicais livres
provocada pela ambnia pode ser devido ao aumento transitorio de calcio
intracelular (Norenberg, 2003; Rose et al, 2005; Schliess et al, 2002),
provavelmente secundario a alcalinizacéo intracelular (Rose et al, 2005), ou a
inibicdo da cadeia transportadora de elétrons (Qureshi et al, 1998; Rao et al,
1997).

A amodnia também provoca alteragbes no sistema glutamatérgico.
Evidéncias apontam para um papel dos receptores de glutamato do tipo NMDA
na neurotoxicidade da aménia, tanto em neurdnios quanto em astrécitos
(Schliess et al, 2002; Vaquero & Butterworth, 2006). Quando o0s receptores

NMDA sdao ativados, ocorre um influxo de célcio para na célula, provocando a
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ativacdo de diversas enzimas, dentre elas a Oxido nitrico sintase (NOS),
causando, assim, um aumento na producdo de NO (Rodrigo et al, 2009;
Rodrigo & Felipo, 2006). O NO é um importante mensageiro intracelular, mas
se produzido em excesso pode ser nocivo. Além disso, se a célula estiver em
um estado pré-oxidante, o NO pode levar a formagcdo de compostos tdxicos,
como o peroxinitrito, gerando estresse nitrosativo e dano celular (Bemeur et al;
Calabrese et al, 2007). Pode ocorrer, também, a nitracdo de proteinas como a
enzima GS, essencial para a detoxificacdo da amodnia, provocando uma
reducédo de sua atividade (Rose & Felipo, 2005; Schliess et al, 2002)

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio do SNC e a
regulacdo de seus niveis extracelulares determina suas acodes fisiologicas ou
excitotoxicas. A remocdo do glutamato da fenda sinaptica é realizada
principalmente pelos astrocitos, por sistemas de transporte EAAT (Amara &
Fontana, 2002; Danbolt, 2001). Indicios in vitro e in vivo também sugerem que
a exposicdo a amonia resulta em reducdo da expressao e atividade desses
transportadores, levando a um acumulo extracelular de glutamato (Butterworth,
2002; Norenberg et al, 2009; Vaquero & Butterworth, 2006).

.Em relacdo as proteinas astrociticas, ja foi demonstrado uma reducéo
da expressdao de GFAP em um modelo animal de hiperamonemia aguda
(Belanger et al, 2002) e reducao dos niveis dessa proteina em cultura primaria
de astrécitos expostas a amoénia (Chastre et al, 2010; Leite et al, 2006; Neary et
al, 1994; Norenberg et al, 1990). Referente a proteina S100B, nosso grupo ja
demonstrou, também em cultura primaria de astrécitos, que a amoénia provoca

um aumento de sua secrecdo (Leite et al, 2006).
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5. Estresse oxidativo e defesas antioxidantes

Radicais livres (RL) consistem numa estrutura quimica com um elétron
desemparelhado, ou seja, ocupando um orbital atbmico ou molecular sozinho.
Isso os torna muito instaveis, extremamente reativos e com uma enorme
capacidade de se combinar inespecificamente a moléculas que fazem parte da
estrutura celular (Halliwell, 2006b; Halliwell, 2007).

O termo espécies reativas de oxigénio (ERO) inclui RL de oxigénio como
radicais superéxido e hidroxila, e também espécies que ndo sdo propriamente
um RL, mas derivadas de oxigénio, como o perdxido de hidrogénio, que sédo
capazes de gerar RL (Halliwell, 2007). Aléem dessas, existem ainda as espécies
reativas de nitrogénio (ERN), sendo o NO e o peroxinitrito 0s principais
representantes (Halliwell & Whiteman, 2004).

O estresse oxidativo se refere a uma alteracdo no equilibrio entre a
producéo de espécies reativas e defesas antioxidantes, favorecendo a geracéo
de moléculas pré-oxidantes, o que pode provocar danos a lipidios, proteinas e
DNA (Halliwell, 2006a; Halliwell, 2007; Sies, 1991).

Para evitar os efeitos danosos das espécies reativas, existem
importantes mecanismos de defesa antioxidante, que podem ser enzimaticos
ou nao-enzimaticos. Entre as enzimas antioxidantes destacam-se a superoxido
dismutase, a catalase e a glutationa peroxidase. O tripeptideo glutationa (GSH)
€ uma importante defesa antioxidante ndo-enzimatica, assim como o a-
tocoferol (vitamina E) e o &cido ascorbico (vitamina C) (Gutteridge & Halliwell).

O acido ascorbico possui uma acao antioxidante bem descrita, além de
servir como cofator em diversas reacfes enzimaticas (Harrison & May, 2009).

De maneira geral, o acido ascérbico atua como agente redutor em processos
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de oxidacdo mediados por radicais livres, agindo efetivamente como scavenger
(sequestrador) de radicais peroxil e hidroxil, superéxido, oxigénio singlet e
peroxinitrito (Rice, 2000). Como parte da rede de antioxidantes intracelulares, o
acido ascorbico atua em conjunto com outras substancias de baixo peso
molecular, incluindo a GSH e a vitamina E, assim como com enzimas
antioxidantes, como a superoxido dismutase e a glutationa peroxidase (Cohen,
1994).

No entanto, o acido ascoOrbico também pode agir como pré-oxidante.
Isso ocorre na presenca de metais de transicao livres, como o cobre e o ferro,
0s quais sao reduzidos pelo acido ascorbico e, por sua vez, levam a formacéo
de radicais altamente reativos e danosos (Buettner & Jurkiewicz, 1996; Osiecki
et al; Stich et al, 1976).

O L-NAME (N®-nitro-L-arginina metil éster) é um analogo da L-arginina
(substrato para a sintese de NO) que inibe, de maneira competitiva e nao-
especifica, as diferentes isoformas de NOS (Hobbs et al, 1999; Salerno et al,
2002). O Trolox é um analogo hidrossoluvel do a-tocoferol, que possui uma
aumentada permeabilidade celular. E utilizado como um antioxidante padréo e

possui efeitos benéficos em diversos tipos celulares (Lee et al, 2009).

6. Resveratrol

O resveratrol (3,4’,5-triidroxi-trans-estilbeno) € um composto polifendlico
nao-flavondide da classe dos estilbenos, encontrado naturalmente em diversas
espécies de plantas e possui importantes propriedades benéficas a saude

(Pervaiz, 2004). O resveratrol € encontrado nas isoformas cis e trans, sendo
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7

que o isdbmero trans é o principal responsavel pelos efeitos biol6gicos do

resveratrol em mamiferos (Soleas et al, 1997).
OH
HO ‘ S ‘

OH

Figura 3 . Trans-resveratrol.

Os polifenois sao divididos em duas categorias principais: flavondides e
nao-flavonoides. Os flavondides sdo encontrados em extratos de plantas e
frutas, e sdo considerados os mais importantes polifenois. Os estilbenos nao-
flavondides sdo a menor classe, mas com muitos efeitos biologicos (Dore,
2005).

A funcado natural do resveratrol é proteger a planta contra infec¢des por
fungos. Estresse ambiental, como radiacdo ultravioleta, também aumenta a
concentracdo de resveratrol (de la Lastra & Villegas, 2005; Pervaiz, 2003;
Shakibaei et al, 2009). Assim, o resveratrol pode ser incluido na classe dos
antibidticos das plantas, ou seja, € uma fitoalexina (Baur & Sinclair, 2006;
Langcake & Pryce, 1977).

O resveratrol foi primeiramente isolado das raizes de Veratrum
grandiflorum O. Loes em 1940 e, posteriormente, em 1963, das raizes de
Polygonum cuspidatum (Nonomura et al, 1963), uma planta utilizada na
tradicional medicina oriental (Baur & Sinclair, 2006).

Atualmente, sabe-se que o resveratrol estd presente em mais de 70

espécies vegetais, dentre as quais componentes da nossa dieta como
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amendoins, ameixas, frutas vermelhas (como morango, amora e framboesa) e,
principalmente, em cascas e sementes de uvas (Baur & Sinclair, 2006; de la
Lastra & Villegas, 2005; Markus & Morris, 2008; Soleas et al, 1997).
Consequentemente, estd presente também em vinhos, especialmente em
vinhos tintos (de la Lastra & Villegas, 2007).

A partir de 1979, o vinho tinto, uma das principais fontes de resveratrol,
vem ganhando destaque especial devido a um estudo que demonstrou que o
consumo de vinho tinto estaria correlacionado negativamente com a incidéncia
de doencas cardiacas isquémicas (St Leger et al, 1979). Em 1992, outro estudo
atribuiu ao vinho a baixa incidéncia de doencas cardiovasculares na populacao
do sul da Franga, uma regido onde tradicionalmente se consome uma dieta rica
em gorduras saturadas. Esta controvérsia foi chamada de “Paradoxo Francés”
(Renaud & de Lorgeril, 1992). Nesse mesmo ano, foi descoberta a presenca do
resveratrol no vinho. Desde ent&o, inUmeros trabalhos tém mostrado os efeitos
benéficos dessa molécula (Fremont, 2000).

Uma das principais atividades biol6gicas atribuidas ao resveratrol
envolve seu potencial antioxidante. O resveratrol pode agir como sequestrador
de radicais hidroxil e de anions superoxido (Leonard et al, 2003; Losa, 2003;
Martinez & Moreno, 2000). Além disso, o resveratrol € capaz de aumentar a
atividade de enzimas antioxidantes como a superéxido dismutase, catalase,
glutationa peroxidase, glutationa-S-transferase e glutationa redutase (Mokni et
al, 2007; Yen et al, 2003) e o conteudo de glutationa (Ates et al, 2007; Sharma
& Gupta, 2002).

Outro efeito do resveratrol, e um dos primeiramente estudados, é sua

atividade cardioprotetora. Este efeito é consequéncia de diversos fatores: a
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diminuicdo da oxidacao da lipoproteina de baixa densidade (LDL) (Fremont et
al, 1999); a vasodilatacdo através de um mecanismo envolvendo o NO (Das &
Das, 2010; Lekakis et al, 2005); e a inibicao da agregacao plaquetéria (Bertelli
et al, 1995) através da acdo inibitéria sobre as ciclooxigenases (COX),
preferencialmente a COX 1 (Szewczuk et al, 2004). A ac¢édo anti-inflamatdria do
resveratrol também deve-se a inibicdo de COX, reduzindo as inflamacdes
agudas e cronicas e evitando todas as caracteristicas do processo inflamatério
(Chen et al, 2005).

O resveratrol também possui efeito antitumoral inibindo os trés estagios
da carcinogénese: iniciacdo, promocao e progressao (Jang et al, 1997). Essa
propriedade antitumoral do resveratrol envolve diversas acdes: inibicdo de
COX; inibicdo da angiogénese; alteracbes no ciclo celular e apoptose; e
atividade antioxidante (Baur & Sinclair, 2006; Dong, 2003; Goswami & Das,
2009). Além disso, estudos demonstram que o resveratrol tem como alvo uma
classe de proteinas chamadas sirtuinas. SIRT1 € a principal sirtuina ativada
pelo resveratrol e medeia efeitos benéficos para a saude e longevidade (Baur &
Sinclair, 2006).

O SNC também é um alvo do resveratrol, ja que ele pode atravessar a
barreira hematoencefélica. Os efeitos neuroprotetores do resveratrol podem ser
mediados por sua atividade antioxidante (Sharma & Gupta, 2002) ou por
modulacdo de proteinas como heme oxigenase 1 (Sakata et al), NOS
(Bastianetto et al, 2000) e SIRT1 (Della-Morte et al, 2009). Esse polifenol
também modula fatores de transcrigdo como o NFkB (Lukiw et al, 2008; Sarkar
et al, 2009) e vias de sinalizacédo (de Almeida et al, 2008; Sarkar et al, 2009;

Zamin et al, 2006). Além disso, o resveratrol possui um efeito protetor contra a
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excitotoxicidade glutamatérgica, que é um fator comum de diversas doencas
neurodegenerativas e também esta associada ao estresse oxidativo (Coyle &
Puttfarcken, 1993; Fukui et al; Gao et al, 2006; Virgili & Contestabile, 2000),
Nosso grupo tem mostrado que o resveratrol modula importantes
funcdes gliais, como captacédo de glutamato, atividade da glutamina sintetase,
niveis de glutationa e secrecao da proteina S100B (de Almeida et al, 2007; dos
Santos et al, 2006; Quincozes-Santos & Gottfried, 2011; Quincozes-Santos et
al, 2009b) e também pode apresentar um perfil antioxidante frente a um modelo
de dano oxidativo com peroxido de hidrogénio em células astrogliais C6
(Quincozes-Santos et al, 2009b). Sendo assim, o resveratrol surge como um
potencial agente farmacologico relacionado ao estresse oxidativo, mediando
importantes efeitos relacionados a atividade glial e representando uma nova

estratégia terapéutica a fisiopatologias do SNC.
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OBJETIVOS

e Verificar o perfil de secrecdo da proteina S100B em células astrogliais na

presenca de amonia,

e Analisar o efeito de diferentes antioxidantes (resveratrol, acido ascorbico,
trolox e L-NAME) sobre a secrecao de S100B em células astrogliais C6 e

em culturas primarias de astrocitos;

e Avaliar o possivel papel protetor dos antioxidantes, frente a um insulto com

amonia, na linhagem C6 e em culturas primarias de astrocitos.
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ABSTRACT

Ammonia is a neurotoxin implicated in brain metabolic disorders
associated with hyperammonemia. Acute ammonia neurotoxicity can be
mediated by excitotoxic mechanism involving glutamatergic neurotransmitter
system, including NMDA receptor activation and subsequent increase in
intracellular Ca** concentration. Oxidative stress is related to ammonia
neurotoxicity and NO can be involved in this condition. Astrocytes play an
essential role in protecting the neurons against excitotoxicity by taking up
excess ammonia and glutamate and converting it into glutamine, using enzyme
glutamine synthetase and also protected against oxidative stress. S100B
protein, particularly extracellular S100B, is used as a parameter of glial
activation or commitment in several situations of brain injury, including
hyperammonemia. Antioxidants, such as resveratrol, showed many biological
effects, including modulation of glial parameters as glutamate uptake, glutamine
synthetase activity and S100B secretion. In this study, we investigated the
effect of antioxidants on S100B secretion induced by ammonia in astroglial
cells. Resveratrol was able to prevent the increase of S100B secretion, after 24
h ammonia exposure, probably via NO and PKA inhibition. Then, resveratrol

can be used in the protection against neurotoxicity induced by ammonia.

Keywords: Astroglial cells, S100B, hyperammonemia, oxidative stress,

antioxidants, resveratrol.
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1. INTRODUCTION

Ammonia is a neurotoxin implicated in brain metabolic disorders
associated with hyperammonemia, including hepatic encephalopathy (HE) and
urea cycle enzymes deficiencies (Albrecht & Jones, 1999; Buzanska et al,
2000). Augmentation of ammonia results from a reduced capacity for hepatic
synthesis of urea and glutamate. In these conditions, ammonia concentrations
reach as high as 5 mM in the brain tissue (Albrecht & Jones, 1999).

Acute ammonia neurotoxicity can be mediated by excitotoxic mechanism
involving glutamatergic neurotransmitter system, including elevation of
extracellular glutamate content, decrease in glutamate transporters, NMDA
receptor activation and subsequent increase in intracellular Ca** concentration
(Felipo & Butterworth, 2002; Felipo et al, 1998; Monfort et al, 2002a; Monfort et
al, 2002b). The metabolic effects of ammonia neurotoxicity include changes in
cytoskeleton (Jayakumar et al, 2006b), reactive oxygen species (ROS)
(Norenberg, 2003), NO metabolism (Buzanska et al, 2000), cAMP levels (Felipo
& Butterworth, 2002; Zielinska et al, 2005), MAPK pathway (Jayakumar et al,
2006a) and astrocyte swelling (Haussinger & Gorg).

Astrocytes are the main class of glial cells, serving a wide range of
adaptative functions in the mammalian nervous system. They interact with
neurons, providing structural, metabolic and a trophic support for them. In
pathological circumstances, astrocytes have the potential to induce neuronal
dysfunction, but they can also play a protective role, by releasing neurotrophic
factors (Barbeito et al, 2004; He & Sun, 2007; Markiewicz & Lukomska, 2006).
Astrocytes play an essential role in protecting the neurons against excitotoxicity

by taking up excess ammonia and glutamate and converting it into glutamine,
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using enzyme glutamine synthetase (Mates et al, 2002; McKenna, 2007). C6
astroglial cells are widely used as an astrocyte-like cell line to study astrocytic
functions (Benda & Davidson, 1971; Benda et al, 1968; dos Santos et al, 2006;
Funchal et al, 2006; Quincozes-Santos et al, 2007; 2009a; 2009b; 2009c;
2010).

Exposure to ammonia results in alterations of astrocyte morphology and
specific proteins, such as glial fibrillary acidic protein (GFAP), excitatory amino
acid transporter 2 (GLAST) and enzyme glutamine synthetase. However, the
mechanism(s) by which ammonia induces astrocyte swelling and glutamate
uptake inhibition is unclear (Belanger et al, 2002; Felipo & Butterworth, 2002;
Norenberg et al, 1997; Zhou & Norenberg, 1999). The major protein of
intermediate filaments in astrocytes, GFAP, is reduced in cultured astrocytes in
hyperammonemia conditions (Leite et al, 2006). The enzyme glutamine
synthetase is also reduced under ammonia toxicity (Felipo & Butterworth, 2002;
Leite et al, 2006). This enzyme is very sensitive to oxidative stress and it has
been hypothesized to play an important role in the pathogenesis of ammonia
neurotoxicity (Lemberg & Fernandez, 2009).

Antioxidants are substances that delays, prevents or removes oxidative
damage to a target molecule (Gutteridge & Halliwell). Antioxidants can be
enzymatic such as superoxide dismutase, catalase and glutathione peroxidase
(Droge, 2002) or non-enzymatic such as glutathione (GSH), ascorbic acid, L-
NAME, trolox and polyphenols (Berger, 2005). Among polyphenols, we can cite
the resveratrol, which are found in fruits, vegetables and red wine and it has a
wide range of biological effects (Baur & Sinclair, 2006; Delmas et al, 2005).

Resveratrol modulates important glial functions including glutamate uptake,
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glutamine synthetase, GSH levels, the mainly antioxidant of central cervous
system (CNS), and S100B secretion (de Almeida et al, 2008; de Almeida et al,
2007; dos Santos et al, 2006; Quincozes-Santos et al, 2009c; Vieira de Almeida
et al, 2008).

S100B is a Ca?*-binding protein of the EF-hand type that is
predominantly expressed and secreted by astrocytes (Donato, 2001; Donato et
al, 2009). Extracellular S100B is known to affect astrocytic, neuronal and
microglial activities, with different effects depending on its concentration. Low
concentrations of S100B exert neurotrofic effects and high concentrations
induce apoptosis and activate astrocytes and microglia, thus potentially
mediators related to neurotoxicity (Donato, 2003; Goncalves et al, 2008; Van
Eldik & Wainwright, 2003). Moreover, the S100B release is used as a
parameter of glial activation or death in several situations of brain injury
(Rothermundt et al, 2003; Schroeter et al). In fact, an elevation of serum S100B
was observed in HE (Wiltfang et al, 1999) and increase in S100B secretion was
also observed in astrocytes under ammonia exposure (Leite et al, 2006).

In this context, we investigated the effects of ammonia exposure in C6
astroglial cells on ROS production and S100B secretion. We also studied the
action of antioxidants (resveratrol, L-NAME, ascorbic acid and trolox) on S100B
secretion per se and against ammonia toxicity and the probable mechanism

involved in this effects.
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2. EXPERIMENTAL PROCEDURES
2.1 MATERIALS

Poly-L-lysine, resveratrol, ascorbic acid, trolox, N“-nitro-L-arginine methyl
ester (L-NAME), monoclonal anti-S100B (SH-B1), H89, propidium iodide and
methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide were purchased from Sigma. Fetal
bovine serum (FBS), Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) and other
materials for cell culture were purchased from Gibco. Polyclonal anti-S100B and
anti-rabbit peroxidase linked were purchased from Dako and GE, respectively.
All other chemicals were purchased from common commercial suppliers.
2.2 C6 ASTROGLIAL CELL CULTURE

The C6 astroglial cells line was obtained from American Type Culture
Collection (Rockville, MA, USA) and was performed essentially according to the
procedure previously described by (dos Santos et al, 2006). The cells were
seeded in flasks and cultured in DMEM (pH 7.4) containing 5% FBS, 0.1%
amphotericin B and 0.032% gentamicin. Cells were kept at a temperature of 37
°C in an atmosphere of 5% CO,/95% air. Exponentially growing cells were
detached from the culture flasks using 0.05% trypsin/ethylene-diaminetetracetic
acid (EDTA) and seeded (5x10°cells/cm?) in 24-well plates.
2.3 PRIMARY ASTROCYTE CELL CULTURE

Primary cortical astrocyte cultures from Wistar rats were prepared as
previously described (Leite et al, 2009). Procedures were in accordance with
the National Institutes of Health Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals and were approved by the local authorities. Briefly, the cerebral cortex
of newborn Wistar rats (1-2 days old) were removed and mechanically

dissociated in Ca?*- and Mg*'- free Hanks’ balanced salt solution (HBSS), pH
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7.4, containing (in mM): 137 NaCl, 5.36 KCI, 0.27 Na;HPO,, 1.1 KH,PO,4, and
6.1 glucose. The cortex was cleaned of meninges and mechanically dissociated
by sequential passage through a Pasteur pipette. After centrifugation at 1,000
rpm for 5 min, the pellet was resuspended in DMEM (pH 7.6) supplemented
with 8.39 mM HEPES, 23.8 mM NaHCO3, 0.1% amphotericin B, 0.032%
gentamicin, and 10% FBS. Approximately 300,000 cells were seeded in each
well in 24-well plates and maintained in DMEM containing 10% FBS in 5%
CO,/95% air at 37°C, then allowed to grow to confluence and used around of 15
days in vitro.
2.4 DRUGS TREATMENTS

After confluence, the culture medium was removed by suction and the
cells were treated with ammonia and antioxidants (resveratrol, L-NAME,
ascorbic acid, trolox) at indicated concentrations. Cells also were pre-treated for
1 h with resveratrol (100 puM), ascorbic acid (100 pM), trolox (50 uM) or L-NAME
(500 uM) at 37 °C in an atmosphere of 5% CO,/95% air in DMEM without
serum. After, 5 mM ammonia (NH4Cl) was added in the presence or absence of
resveratrol (100 uM), ascorbic acid (100 pM), trolox (50 uM) or L-NAME (500
puM) for 24 h at 37 °C in an atmosphere of 5% CO,/95% air in DMEM without
serum. For all parameters analyzed, the results obtained with vehicle were not
different from those obtained under basal conditions.
2.5 MEMBRANE INTEGRITY AND METABOLIC ACTIVITY ASSAYS
Propidium iodide incorporation assay: Cells were treated concomitantly with
propidium iodide (PI) 7.5 uM and incubated up to 24 h. Optical density from

fluorescent nuclei (labeled with Pl), indicative of cell death was determined with
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the Optiquant version 02.00 software (Packard Instrument Company). Density
values obtained are expressed as percent of control.
Lactate dehydrogenase assay: The lactate dehydrogenase (LDH) assay was
carried out in 50 pL of extracellular medium with a commercial colorimetric
assay from Doles (Brazil). Results are expressed as percentage of control.
MTT reduction assay: Cells were treated with methylthiazolyldiphenyl—
tetrazolium bromide (MTT) 50 pg/mL for 30 min in 5% CO,/95% air at 37°C.
After, the media was removed and MTT crystals were dissolved in DMSO.
Absorbance values were measured at 560 and 650 nm. Results are expressed
as percentage of control.
2.6 S100B SECRETION ASSAY

S100B secretion was measured by enzyme-linked immunosorbent assay
as previously described (Leite et al, 2008). Briefly, 50 puL of sample plus 50 pL
of Tris buffer were incubated for 2 h on a microtiter plate previously coated with
monoclonal anti-S100B (SH-B1). Polyclonal anti-S100B was incubated for 30
min, and then peroxidase-conjugated anti-rabbit antibody was added for a
further 30 min. A colorimetric reaction with o-phenylenediamine was measured
at 492 nm. Results are expressed as percentage of control.
2.7 PROTEIN DETERMINATION

Protein content was measured by Lowry’s method using bovine serum
albumin as standard (Lowry et al, 1951).
2.8 STATISTIC ANALYSIS

Data from the experiments are presented as mean + S.E.M. Each
experiment was repeated at least three times. The data were subjected to

analysis of variance (ANOVA) with followed by the Tukey’'s test. Values of
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P<0.05 were considered to be significant. All analyses were performed using
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) software in a PC-compatible

computer.

3. RESULTS

Firstly, we evaluated integrity and metabolic activity in C6 astroglial cells
with ammonia by measured PI incorporation, LDH extracellular content and
MTT reduction. Table 1 showed the results after 24 h of incubation. No
significant changes were observed in these parameters compared to control
conditions. We also rely on data previous from our group and the recent
literature.

We also examined the ROS production with DCFH oxidation. An
increase about 22% in DCFH oxidation was observed when C6 cells were
treated with 5 mM ammonia by 24 h, indicating in this concentration an increase
of ROS production (Data not shown).

After, we investigated the effect of ammonia on S100B secretion in C6
astroglial cells (figure 1). Incubation for 1 h with 1, 5 and 10 mM of ammonia did
not change S100B secretion. However, 10 mM of ammonia at 6 h of treatment
increased about 20% S100B secretion. At 24 h of ammonia exposure, was
observed significant increase in extracellular S100B about 55% and 48% at 5
mM and 10 mM ammonia, respectively. Measurement of extracellular S100B
was referred to as secretion, since not observed changes in cell viability.

Next, we examined the effect of antioxidants (resveratrol, L-NAME,
ascorbic acid and trolox) on cell viability (table 2). No significant changes were

observed in these parameters compared to control conditions, except by trolox
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100 pM. Then, we choose the concentrations of antioxidants above cited. The
effect of antioxidants on extracellular S100B at 24 h in C6 astroglial cells and
primary astrocytes was tested, figure 2A and 2B, respectively. Resveratrol 100
MM significant increases S100B secretion about 17% in C6 astroglial cells and
24% in astrocyte cultures, compared to control conditions. L-NAME (500 puM)
also increases S100B secretion about 20% in both types of cell culture.
However, ascorbic acid 100 uM and trolox 50 uM did not change on S100B
extracellular content.

We further tested the effects of antioxidants under oxidative damage with
5 mM ammonia on S100B secretion in C6 cells and primary astrocytes,
demonstrated in figure 3A and 3B, respectively. Resveratrol showed more
significant changes in S100B secretion from 155 + 14% to 108 £ 9% in C6 cells
and 161 + 13% to 115 * 11% compared ammonia conditions in astrocyte
primary culture. L-NAME also decreases S100B secretion. Other antioxidants
have maintained or not significantly reduced the increase in S100B secretion
induced by ammonia. The addition of resveratrol and L-NAME concomitantly
reduced S100B in C6 astroglial cells about 48% compared to oxidative
conditions (figure 4).

Finally, we investigated whether protein kinase A (PKA) were involved in
the enhanced secretion of S100B provoked by ammonia and resveratrol in C6
astroglial cells, figure 5. Cells were pre-incubated with the specific PKA
inhibitor H-89 (10 uM) (Funchal et al, 2007), followed by incubation of the cells
with ammonia and resveratrol. Results shown that PKA inhibitor prevented the
increased S100B release after 24 h incubation with ammonia and/or resveratrol,

suggesting these effects are mediated by PKA.
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4. DISCUSSION

The astrocyte marker protein S100B is widely used as a parameter of
glial activation and/or death in several conditions of brain injury. S100B has
intra and extracellular activities (Donato, 2003). Intracellularly, S100B
modulates cytoskeleton; regulates cell proliferation, differentiation and
migration; enzymes and protein phosphorylation; and astrocyte energy
metabolism (Brozzi et al, 2009; Donato et al, 2009; Frizzo et al, 2004a; Frizzo et
al, 2004b). Extracellular S100B activity depends on its concentration. In vitro
studies, at nanomolar concentrations of S100B, suggest trophic effects on glial
cells and neurons. In contrast, micromolar concentrations of S100B exert toxic
effects on neurons (Van Eldik & Wainwright, 2003).

S100B is released mainly by astrocytes. Many stimulating the release of
S100B has been identified, including beta amyloid peptide (Pena et al, 1995),
interleukin-1B3 (de Souza et al, 2009), serotonin (Whitaker-Azmitia et al, 1990),
adenosine (Ciccarelli et al, 1999), glutamate (Ciccarelli et al, 1999), branched-
chain a-keto acids (Funchal et al, 2007), glutaric and 3-hydroxyglutaric acids
(Quincozes-Santos et al, 2010), neuroleptic risperidone (Quincozes-Santos et
al, 2008) and natural antioxidants (de Almeida et al, 2007; dos Santos et al,
2006; Quincozes-Santos et al, 2009c). Although, alterations in extracellular
S100B content should affect activity and neural function, the mechanism of
regulation of secretion still remain unclear. Therefore, in the present study we
investigate the effect of ammonia on S100B release, from C6 astroglial cells.
We verified that S100B secretion was markedly stimulated by ammonia in C6
astroglial cells, implying that these cells are activated in the presence of this

compound. Increased extracellular concentrations of S100B are related to brain
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damage and its persistent enhancement appears can be involved in
neurodegenerative disorders (Rothermundt et al, 2003). These effects cannot
be attributed to astroglial cell death because cell viability was not altered by
ammonia.

Hyperammonemia in glial cells results in an increase in cell calcium and
CAMP (Felipo & Butterworth, 2002; Rose et al, 2005; Zielinska et al, 2005). Both
calcium and cAMP has been proposed as mediators in S100B release (Davey
et al, 2001; Goncalves et al, 2002). The PKA inhibitor H-89 fully prevented the
increment of extracellular S100B observed with ammonia incubation, indicating
the involvement of cAMP and PKA in this effect.

Acute ammonia intoxication depending on its severity has been shown to
lead to rapid failure or death involvement of CNS (Felipo & Butterworth, 2002;
Kosenko et al, 1994). The glutamatergic neurotransmission impairment is
involved in pathogenesis of hyperammonemia and HE (Monfort et al, 2002a;
Monfort et al, 2002b). A previous study in patients with liver cirrhosis showed
elevated serum S100B without a significant increase in arterial ammonia
(Wiltfang et al, 1999). It is important to mention that normal ammonemia does
not necessarily indicate an absence of brain commitment in HE (Reif et al,
2004). Moreover, experimental encephalopathy suggests that brain ammonia is
about 5-10 times higher than corresponding blood ammonia (Swain et al, 1992).
Probably, the increment in serum S100B in these cirrhotic patients was due to
astrocyte activations. However, other sources of serum S100B cannot be rule
out (Netto et al, 2006). Our data reinforce the possible usefulness of peripheral

S100B as a marker for hyperammonemia conditions.
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Oxidative stress and lipid peroxidation has been implicated in ammonia
neurotoxicity (Jayakumar et al, 2006a) and we observed that ammonia
increased DCFH oxidation (data not shown). Moreover, ammonia is primarily
detoxified in astrocytes, mainly by the enzyme GS, which catalyses the
amidation reaction of glutamate to form glutamine, which is then exported to
neurons, allowing the synthesis of not only glutamate, but also gamma-
aminobutirc acid (GABA) by the glutamate-glutamine cycle (Pellerin et al, 2002;
Westergaard et al, 1995). This enzyme is very sensitive to oxidative stress and
then their activity should be reduced in ammonia oxidative damage (Leite et al,
2006). Thus, in hyperammonemic conditions can be failure of energy
metabolism, deficit of neurotransmitters and disturbances in neurotransmission
(glutamatergic, GABAergic and serotoninergic, all modulators of S100B
secretion). The so far reported the hyperammonemia on the brain in vivo as well
as in cultured cells include diminished activity of antioxidative enzymes such as
glutathione peroxidase, superoxide dismutase and catalase and increased
superoxide production (Kosenko et al, 1997a; 1997hb).

It is widely known that S100B secretion is affected by redox conditions
and metabolic stress (Donato et al, 2009; Nardin et al, 2007; Quincozes-Santos
et al, 2009c). Our group has demonstrated that resveratrol and epicatechin
gallate increase S100B secretion in C6 cells and primary astrocyte (Abib et al,
2008; de Almeida et al, 2007; dos Santos et al, 2006; Quincozes-Santos et al,
2009c). The same antioxidants also improve glutamatergic parameters such as,
glutamate uptake, GS activity and glutathione content, the main antioxidant of
the brain (de Almeida et al, 2007; dos Santos et al, 2006; Quincozes-Santos et

al, 2009c). Thus, the increase of extracellular S100B content may represent
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together with other glial parameters an improvement on functions of astroglial
cells.

Resveratrol and L-NAME increase S100B secretion, however, ascorbic
acid and trolox did not change. Resveratrol also modulates NO production and
inhibits INOS immunocontent, showing synergistic effect when incubated
concomitantly with L-NAME (a NOS inhibitor) — unpublished data, Quincozes-
Santos et al. In relation to ascorbic acid, recently we demonstrated that it alters
the micronuclei frequency (Quincozes-Santos et al, 2010), while resveratrol did
not alter, and micronucleus is a well marker of genotoxicity. Among antioxidants
tested, only trolox 100 pM induced cell death. Furthermore, antioxidants
increase glutathione peroxidase, superoxide dismutase and catalase, the
mainly enzymatic antioxidant defenses (Dringen & Hamprecht, 1997; Droge,
2002; Halliwell, 2001; Halliwell, 2006).

When incubated antioxidants and ammonia, only resveratrol and L-
NAME protected against ammonia toxicity. Resveratrol against an oxidative
insult protects glial cells, including S100B secretion. The result with L-NAME
indicates that NO and/or its toxic derivative peroxynitrite are probably involved
in such effects. The co-incubation with resveratrol and L-NAME presented more
reducing in S100B secretion, indicating synergistic effect between two
compounds. Moreover, effects of ammonia toxicity involve changes in NO
metabolism and activation of NMDA receptors (Buzanska et al, 2000; Felipo &
Butterworth, 2002; Monfort et al, 2002a), and this can be related to L-NAME
effect observed in this work. The activation of NMDA receptors leads to the
formation of NO in a calcium-dependent pathway by NOS (Coyle & Puttfarcken,

1993), in this context it is worth noting that resveratrol inhibits iINOS and
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protects NMDA activation. Resveratrol has shown the best results against
toxicity induced by ammonia and when co-incubated with H89 showed
significant difference in S100B release, indicating that the effect of S100B
release is probably mediated by PKA pathway. It has been demonstrated that
cAMP are able to activate NOS via protein kinases and this activation occurs
through PKA (Guix et al, 2005; Hashimoto et al, 2006) . Then, the probably
mechanism by which resveratrol modulates S100B secretion may involves NOS
and PKA.

Interestingly, creatine was not able to prevent the increment in S100B
release caused by ammonia toxicity, as described by Leite et al, 2006.
However, resveratrol protected this effect. The mechanisms implicated in
creatine neuroprotection are controversial but appear to at least in part
dependent on an increase in cellular phosphocreatine stores and energetic
metabolism related to ATP levels (Brustovetsky et al, 2001). The mechanism of
resveratrol is unclear, but this effect of resveratrol on ammonia toxicity can be
more connected to events related to oxidative stress than energy metabolism,
because our group already demonstrated that resveratrol improves glial
important parameters that are dependent on the redox state.

In conclusion, this study suggests, for the first time, that resveratrol
attenuates S100B secretion, an important marker for HE, in a model of
ammonia toxicity in astroglial cells. Ammonia induced increases in S100B
secretion after 24 h of exposure, in a mechanism dependent of PKA and
resveratrol also acts via this pathway. Thus, S100B could be a useful brain
marker for HE. Moreover, these observations suggest that resveratrol may be a

clinically viable protective agent against conditions where there is oxidative
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stress. In addition, resveratrol may have the potential to be used in the

protection against hyperammonemia conditions.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Effect of ammonia on S100B secretion in C6 astroglial cells. Cells
were incubated for 1, 6 and 24 h with ammonia (1, 5 and 10 mM) and S100B
secretion was measured as described in Experimental Procedures section.
Basal secretion, assumed as 100%, is indicated by line. Data represent means
+ S.E.M of three experimental determinations performed in triplicate, analyzed
statistically by one-way ANOVA followed by Tukey’s test. (a) Indicates

significant differences from control (P<0.05).

Figure 2. Effect of antioxidants on S100B secretion in C6 astroglial cells
and primary astrocyte culture. Cells were incubated for 24 h in presence of
100 uM resveratrol (RSV), 500 uM L-NAME, 100 uM ascorbic acid (AA) or 50
MM trolox (TRL). Basal secretion, assumed as 100%, is indicated by line. Data
represent means + S.E.M of three experimental determinations performed in
triplicate, analyzed statistically by one-way ANOVA followed by Tukey’s test. (a)

Indicates significant differences from control (P<0.05).

Figure 3. Effects of antioxidants against ammonia-induced damage on
S100B secretion in C6 astroglial cells and primary astrocyte culture. Cells
were pre-treated for 1 h with 100 uM resveratrol (RSV), 500 uM L-NAME, 100
MM ascorbic acid (AA) or 50 uM trolox (TRL). After pre-treatment, ammonia (5
mM) was added in the presence or absence of these antioxidants. Basal
secretion, assumed as 100%, is indicated by line. Data represent means *
S.E.M of three experimental determinations performed in triplicate, analyzed

statistically by two-way ANOVA followed by Tukey’'s test. (a) Indicates
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significant differences from control (P<0.05). (b) Indicates significant differences

from ammonia (P<0.05).

Figure 4. Effect of resveratrol and L-NAME concomitantly against
ammonia-induced damage on S100B secretion in C6 astroglial cells. Cells
were pre-treated with 100 uM resveratrol and 500 uM L-NAME concomitantly in
the presence of 5 mM ammonia for 24 h (C). Basal secretion, assumed as
100%, is indicated by line. Data represent means + S.E.M of three experimental
determinations performed in triplicate, analyzed statistically by two-way ANOVA
followed by Tukey’s test. (a) Indicates significant differences from control

(P<0.05). (b) Indicates significant differences from ammonia (P<0.05).

Figure 5. Effect of PKA on ammonia-induced S100B secretion. C6 astroglial
cells were pre-incubated with the PKA inhibitor H-89 (10 uM), after the cells
were pre-treated with resveratrol (100 uM) followed by incubation with ammonia
(5 mM) for 24 h. Basal secretion, assumed as 100%, is indicated by line. Data
represent means + S.E.M of three experimental determinations performed in
duplicate, analyzed statistically by two-way ANOVA followed by Tukey’s test. (a)
Indicates significant differences from control (P<0.05). (b) Indicates significant
differences from ammonia (P<0.05). (c) Indicates significant difference from
resveratrol (117 + 9) (P<0.05). (d) Indicates significant difference from ammonia

plus resveratrol (108 + 9) (P<0.05).
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Table 1. Effect of ammonia on membrane integrity and metabolic activity

in C6 astroglial cells.

Ammonia (mM) Pl LDH MTT
1 99+5 100 £ 12 97 +5
5 98 +5 96 + 11 96 +4
10 98 +5 97 £12 95+6

Cells were incubated up to 24 h in the presence of 1, 5 and 10 mM of ammonia.

The assays were performed as described in Experimental Procedures section.

Data represent means + S.E.M of three experimental determinations performed

in triplicate, analyzed statistically by one-way ANOVA followed by Tukey’s test.
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Table 2. Effect of antioxidants on membrane integrity and metabolic

activity in C6 astroglial cells and primary astrocytes culture.

Cell Viability Assays (% of control)

C6 Astrocitos
Treatments Pl LDH MTT Pl LDH MTT
RSV (100 pM) 102+5 98+12 1104  100+5 100+13  108+5
L-NAME (500 puM) 1005 97 +11 107 x5 101 £5 96+ 11 1036
AA (100 pM) 101+5  95+13 102 + 4 98 +5 97 +12 101 + 6
AA (500 uM) 96 +5 95 + 12 99 +5 94 +5 95 +11 98 +5
TRL (50 uM) 97 +5 94 + 10 98 +5 97 +4 95 + 10 98 +7

TRL(100pM)  87+5(a) 88+10 89+5(a) 90+5(a) 87+11 90+5 ()

Cells were incubated for 24 h in the presence of antioxidants in the indicated
concentrations. Pl incorporation, LDH release and MTT reduction were
performed as described in Experimental Procedures section. Data (% of
control) represent means * S.E.M of three experimental determinations
performed in triplicate, analyzed statistically by one-way ANOVA followed by

Tukey’s test. (a) Indicates significant differences from control (P<0.05).
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FIGURE 2
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FIGURE 3

A 2004
175 1
150
125 A
100 A

-]
h
|

S100B secretion
(% of control)

] n
L R,
1 |

Co6

=
1

200
175
150 -
125 -

ws)

75 -
30
25 1

S100B secretion
(% of control)

il

RSV L-NAME AA

100 +—

Ammonia 5 mM

Astrocytes

il

RSV  L-NAME

Ammaonia 5 mM

56



FIGURE 4

1 | I | I 1
v (=) W (=) W (e
(@] (=) o~ v A

[ T T
() v o)
(=) ©~ e
(@] — — — —

(Jonuod Jo o)
uonaInas goois

RSV+L-NAME

Ammonia 5 mM

57



FIGURE 5

200 ~

L7S =

I
w
(o]
— —l

(Jonuod Jo o)

uonaIgas gools

I T I
(o) w (e
S e~ v

1
o

Ammonia

RSV
H&9

58



PARTE Il

59



DISCUSSAO

A S100B é uma proteina ligante de calcio pertencente a familia de
proteinas S100. O primeiro membro das proteinas S100 foi isolado a partir de
um extrato de cérebro bovino e estas proteinas foram por algum tempo
consideradas como cérebro-especificas (Donato, 2001).

Atualmente, sabe-se que a proteina S100B é expressa em niveis
variados em um numero restrito de tipos celulares, tais como: astrocitos,
oligodendrécitos em maturacéo, células epiteliais renais, células progenitoras
neurais, pituicitos, ependimdcitos, certas populagdes neuronais, condroécitos,
adipocitos, melandcitos, células de Langerhans, células dendriticas, certas
subpopulacdes de linfocitos, miofibras esqueléticas, mioblastos e células
satélites musculares (Donato et al, 2009).

A proteina S100B é expressa abundantemente em astrocitos, podendo
ser considerada, juntamente com a GFAP, como um marcador desse tipo
celular. E também amplamente utilizada como um parametro de ativacéo glial
e/ou morte celular em diversas condi¢cdes de dano cerebral (Donato, 2003). A
S100B possui atividades intra e extracelulares. Intracelularmente, a S100B se
liga a diversas proteinas-alvo, modulando o citoesqueleto, a proliferacéo celular
e 0 metabolismo energético dos astrocitos. A atividade extracelular da proteina
S100B, tanto em neurdnios quanto em células gliais, é dependente de sua
concentragcdo, podendo ser trofica (em concentracdes nanomolar) ou téxica
(em concentracGes micromolar) (Donato et al, 2009; Van Eldik & Wainwright,
2003).

A proteina S100B pode ser liberada pelos astrocitos. Muitos

estimuladores da liberacdo de S100B tém sido identificados, incluindo o
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peptideo beta-amiléide (Pena et al, 1995), interleucina-18 (de Souza et al,
2009), serotonina (Whitaker-Azmitia et al, 1990), glutamato (Ciccarelli et al,
1999), adenosina (Ciccarelli et al, 1999), a-cetoacidos de cadeia ramificada
(Funchal et al, 2007), &cidos glutarico e 3-hidroxiglutarico (Quincozes-Santos et
al, 2010b), neuroléptico risperidona (Quincozes-Santos et al, 2008) e
antioxidantes naturais (de Almeida et al, 2007; dos Santos et al, 2006;
Quincozes-Santos et al, 2009b). Embora ja se conheca varios moduladores da
secrecdo de S100B, bem como seus efeitos no meio extracelular sobre a
atividade e a funcdo neural, o mecanismo da regulacdo da secrecédo nao foi
totalmente elucidado.

Uma das respostas bioquimicas dos astrécitos em condi¢cdes de danos
cerebrais agudos e crénicos € um aumento do nivel da proteina S100B no soro
e no fluido cerebroespinhal (Van Eldik & Wainwright, 2003). Algumas
desordens que estdo associadas com aumentos periféricos de S100B incluem
dano cerebral traumatico (Ingebrigtsen et al, 1999; McKeating et al, 1998),
isquemia cerebral (Kim et al, 1996; Missler et al, 1997; Wunderlich et al, 1999),
doencas neurodegenerativas (Netto et al, 2006; Netto et al, 2005; Otto et al,
1997; Peskind et al, 2001) e desordens psiquiatricas (Andreazza et al, 2007,
Lara et al, 2001; Rothermundt et al, 2001).

A hiperamonemia é o principal elemento na patogénese da encefalopatia
hepatica e em outras desordens metabdlicas cerebrais. Dentre as causas da
hiperamonemia estdo as deficiéncias inatas das enzimas do ciclo da uréia,
resultando em uma capacidade reduzida para sintese hepatica de uréia e
glutamato. Nestas condicbes, as concentracdes de amobnia no tecido cerebral

podem atingir 5 mM (Felipo & Butterworth, 2002).
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Uma das maneiras pelas quais a amonia exerce neurotoxicidade é
através dos seus efeitos no sistema glutamatérgico, incluindo elevacao do
contetdo extracelular de glutamato (Monfort et al, 2002b), diminuicdo nos
transportadores de glutamato (Felipo & Butterworth, 2002) e hiperativagcéo dos
receptores NMDA (Marcaida et al, 1992; Monfort et al, 2002a). Os astrécitos
desempenham um papel essencial na protecdo dos neurbnios contra a
excitotoxicidade através da captacdo da aménia e do glutamato e conversao a
glutamina, através da enzima GS (Brookes, 2000).

A exposicdo a amonia, tanto in vivo quanto in vitro, resulta em alteragdes
na morfologia e em proteinas especificas dos astrocitos como GFAP,
transportador glutamato-aspartato (GLAST) e GS. A GFAP, principal proteina
dos filamentos intermediarios de astrocitos maduros, esta reduzida em cultura
de astrocitos expostas a concentracdo milimolar de amonia (Belanger et al,
2002; Leite et al, 2006). Uma significante perda no conteudo de GLAST tem
sido observada em astrocitos corticais (Chan et al, 2000). A atividade da
enzima GS também encontra-se reduzida em condi¢cdes de hiperamonemia,
em cultura primaria de astrécitos (Leite et al, 2006).

No presente estudo, nos inicialmente investigamos o efeito da amoénia
sobre a secrecdo da proteina S100B em cultura primaria de astrécitos (de
acordo com Leite et al, 2006) e, pela primeira vez, em células astrogliais C6. A
secrecdo de S100B nédo foi alterada com 1 h de exposicdo a diferentes
concentracfes de amobnia (1, 5 e 10 mM) em células C6. Em 6 h de tratamento,
10 mM de aménia aumentou a secrecdo em cerca de 20%. Ja em 24 h de
exposicdo, ocorreu 0 maior aumento na secrecdo de S100B com a

concentracdo de 5 mM em células astrogliais C6. Os resultados obtidos em
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cultura priméria de astrocitos foram semelhantes (dados ndo mostrados, e em
acordo com Leite et al, 2006). Os resultados obtidos mostram que estas células
sdo ativadas na presenca deste composto. Estes efeitos ndo podem ser
atribuidos a morte celular astrogial, pois a viabilidade nao foi alterada pela
amonia. A partir disso, escolhemos a concentragédo de 5 mM e o tempo de 24 h
para os tratamentos posteriores.

Em células gliais, a hiperamonemia resulta em um aumento de célcio
intracelular e AMPc. Existem evidéncias de que o calcio intracelular possa
sinalizar para a liberacdo de S100B (Davey et al, 2001). Também acredita-se
gue a secrecdo de S100B seja regulada por AMPc, pois o tratamento de
culturas primarias de astrécitos com forscolina, que aumenta a concentracéo
desse segundo mensageiro, provoca um aumento na secrecdo de S100B
(Goncalves et al, 2002). O AMPc, que é sintetizado a partir de ATP pela enzima
adenilato ciclase, ativa a proteina cinase A (PKA), a qual fosforila diversas
proteinas e enzimas. Neste trabalho nés observamos que o H89, um inibidor da
PKA, preveniu totalmente o aumento da S100B extracelular observado com o
tratamento com amonia, indicando o envolvimento do AMPc e da PKA neste
efeito.

Tem sido demonstrado que, dependendo de sua gravidade, a
intoxicacdo aguda por amonia leva a rapida faléncia de 6rgdos ou morte com
envolvimento do SNC. Um estudo prévio em pacientes com cirrose hepética
indicou um aumento da concentracdo sérica da proteina S100B, que nao foi
acompanhado por um aumento significativo da concentracdo de amodnia
arterial, em um quadro de encefalopatia subclinica (Wiltfang et al, 1999). E

importante mencionar que a amonemia normal néo indica necessariamente a
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auséncia de comprometimento cerebral na encefalopatia hepatica (Reif et al,
2004). Além disso, modelos de encefalopatia experimental sugerem que a
concentracdo de aménia cerebral é cerca de 5-10 vezes maior que a
concentragcdo de amdnia no sangue (Swain et al, 1992). Provavelmente, o
aumento de S100B sérica nestes pacientes cirroticos foi devido a ativacao dos
astrécitos. No entanto, outras fontes de S100B ndo devem ser
desconsideradas. Nossos dados reforcam o possivel uso da S100B periférica
como um marcador em condi¢des de hiperamonemia.

Outros efeitos toxicos importantes induzidos pela hiperamonemia sdo o
estresse oxidativo e nitrosativo (Norenberg, 2003; Norenberg et al, 2009). Ja foi
observado, em cultura primaria de astrocitos, que a amonia aumenta a
producéao de radicais livres (Murthy et al, 2001) e a permeabilidade mitocondrial
(Rao & Norenberg, 2001), e estes efeitos sdo revertidos com a adicdo de
antioxidantes (Norenberg et al, 2004). Também existem relatos de que a
hiperamonemia no cérebro in vivo bem como em cultura de células diminui a
atividade de enzimas antioxidantes como a glutationa peroxidase, a superoxido
dismutase e a catalase, e aumenta a producao de superéxido (Kosenko et al,
1997a; Kosenko et al, 1997b).

Além disso, como ja mencionado anteriormente, a amobnia €
primariamente detoxificada em astrocitos, principalmente pela enzima GS, que
catalisa a reacdo de amidacdo do glutamato para formar glutamina. A
glutamina é exportada para os neurbnios, permitindo a sintese ndo somente de
glutamato, mas também de GABA, pelo ciclo glutamato-glutamina (Pellerin et
al, 2002; Westergaard et al, 1995). A GS é uma enzima sensivel ao estresse

oxidativo e sua atividade pode ser reduzida pelo dano oxidativo provocado pela

64



amonia (Leite et al, 2006). Assim, em condi¢cdes hiperamonémicas, podem
ocorrer falhas no metabolismo energético, deficiéncia de neurotransmissores e
distarbios na neurotransmissdo glutamatérgica, GABAérgica e serotoninérgica
— todos moduladores da secrecao de S100B.

Sabe-se que a secrecdo de S100B é afetada por condi¢cdes redox e
estresse metabdlico (Donato et al, 2009; Nardin et al, 2007; Quincozes-Santos
et al, 2009b). Nosso grupo tem demonstrado que o resveratrol e a epicatequina
galato aumentam a secrecdo de S100B em cultura priméaria de astrdcitos e
células C6 (Abib et al, 2008; de Almeida et al, 2007; dos Santos et al, 2006;
Quincozes-Santos et al, 2009b). Os mesmos antioxidantes também melhoram
parametros como a captacdo de glutamato, a atividade da GS e o conteudo de
GSH, o principal antioxidante do cérebro (de Almeida et al, 2007; dos Santos et
al, 2006; Quincozes-Santos et al, 2009b). Logo, neste caso, o aumento do
conteudo extracelular de S100B, juntamente com a melhora de outros
parametros gliais, pode ser benéfico para as funcdes das células astrogliais.

As defesas antioxidantes consistem de enzimas como a superoxido
dismutase e a catalase, e também de pequenas moléculas como a GSH e as
vitaminas C e E (acido ascorbico e a-tocoferol, respectivamente). A funcao dos
antioxidantes € agir como um sistema coordenado e balanceado para proteger
tecidos e fluidos corporais do dano provocado por espécies reativas (Evans &
Halliwell, 2001). Muitas defesas antioxidantes dependem de micronutrientes ou
s&o0 por si préprias micronutrientes como, por exemplo, o a-tocoferol e o acido
ascorbico. Além destes, existem outras moléculas encontradas na nossa
alimentacéo, como os polifendis, que também podem atuar como antioxidantes

(Berger, 2005).
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O resveratrol é um polifenol ndo-flavondide encontrado naturalmente em
frutas e vegetais, que possui importantes propriedades benéficas a saude
(Pervaiz, 2004). Entre os inumeros efeitos biol6gicos do resveratrol destaca-se
sua capacidade antioxidante, diminuindo a lipoperoxidagédo e atuando como
sequestrador de ERO (Leonard et al, 2003; Losa, 2003; Martinez & Moreno,
2000). Além disso, nosso grupo tem demonstrado que o resveratrol modula
importantes fun¢des gliais, como citado acima. Porém, o mecanismo pelo qual
o resveratrol age ainda néo foi totalmente elucidado.

Tendo em vista 0 aumento da secrecdo da proteina S100B induzido pelo
tratamento com 5 mM de amdnia por 24 h, também avaliamos neste trabalho o
efeito de antioxidantes como o resveratrol, L-NAME - um inibidor da NOS,
acido ascorbico e trolox - um analogo hidrossoluvel da vitamina E, na secrecao
da proteina S100B. E importante destacar que dentre os antioxidantes
testados, somente o trolox na concentracdo de 100 uM induziu morte celular. A
escolha das doses utilizadas (100 uM para resveratrol e acido ascorbico, 500
UM para L-NAME e 50 uM para trolox) foi baseada nos testes de viabilidade
realizados, em dados prévios do nosso laboratério e na literatura recente. A
medida de S100B extracelular se refere a secrecdo, visto que nao foi
observada morte celular. A secrecdo de S100B foi aumentada pelo resveratrol
e pelo L-NAME, enquanto o &acido ascoérbico e o trolox ndo provocaram
alteracdes, em 24 h de tratamento, tanto em células C6 quanto em culturas
primarias de astrocitos.

Anteriormente, dos Santos et al. havia encontrado que o resveratrol, na
mesma concentracdo utilizada neste trabalho (100 M), aumentava

significativamente a secrecao de S100B somente a partir de 48 h de incubacéo,
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em células astrogliais C6 (dos Santos et al, 2006). No entanto, demonstramos
aqui que o resveratrol foi capaz de aumentar a secrecao ja em 24 h. Isto pode
ser devido a mudancas do protocolo de ensaio imunoenzimatico ELISA (do
inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) utilizado para a quantificagdo da
proteina, ja que o protocolo utilizado atualmente (Leite et al, 2008) possui uma
maior sensibilidade em relagcdo ao anterior (Tramontina et al, 2000).

O resveratrol também modula a producdo de NO e diminui o
imunocontetdo de iINOS — dados nédo publicados, Quincozes-Santos et al —
mostrando efeito sinérgico quando incubado concomitantemente com L-NAME.
Em relacdo ao acido ascorbico, recentemente nos demonstramos que ele
altera a frequéncia de micronucleos, enquanto o resveratrol ndo altera
(Quincozes-Santos et al, 2010a). Micronacleos sdo um bom marcador de
genotoxicidade, sendo uma das metodologias preferidas na determinacdo da
perda ou quebra cromossomal (Fenech, 2000). Este efeito pode ser devido ao
fato do acido ascérbico poder apresentar também um comportamento pro-
oxidante, aumentando a producdo de ERO e gerando dano ao DNA (Halliwell,
2007).

Quando avaliamos a secrecdo de S100B incubando os antioxidantes e
amonia, somente o resveratrol e o L-NAME protegeram as células contra a
toxicidade da amobnia. O resveratrol protege as células gliais contra um insulto
oxidativo, incluindo a secrecdo de S100B. O resultado com L-NAME indica que
o NO e/ou peroxinitrito, seu derivado altamente téxico, estdo provavelmente
envolvidos em tal efeito. A coincubacéo com resveratrol e L-NAME apresentou
maior reducdo na secrecdo de S100B, indicando um efeito sinérgico entre

estes compostos. Além disso, os efeitos da toxicidade da aménia envolvem
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mudancas no metabolismo do NO e ativacao de receptores NMDA (Buzanska
et al, 2000; Felipo & Butterworth, 2002; Monfort et al, 2002a), e isto pode estar
relacionado ao efeito do L-NAME observado neste trabalho. A ativacdo de
receptores NMDA leva a formacdo de NO em uma via dependente de calcio
através da NOS (Coyle & Puttfarcken, 1993). Neste contexto, é importante
notar que o resveratrol inibe a iINOS e protege da ativacao do receptor NMDA.

A NOS existe em trés isoformas: nNOS (neuronal, tipo 1), iINOS
(induzivel, tipo 1) e eNOS (endotelial, tipo Ill). Enquanto NOS | e Ill sdo
expressas constitutivamente em diversos tipos celulares do SNC, incluindo
astrocitos, a NOS Il € uma enzima induzivel por diversos fatores, incluindo o
estresse oxidativo, e sua superexpressao parece estar associada aos efeitos
toxicos do NO (Calabrese et al, 2007). Como citado anteriormente, observamos
gue o L-NAME e o resveratrol protegem as células contra a toxicidade induzida
pela amoénia. Cabe ressaltar que enquanto o L-NAME € um inibidor de NOS
nao-seletivo (Salerno et al, 2002), o resveratrol age reduzindo a expresséao de
INOS, podendo oferecer uma melhor protecéo contra a toxicidade induzida pela
amonia.

Ja foi demonstrado, em células C6, que a amoénia (5 e 10 mM) induz
apoptose a partir de 72 h de tratamento, e esta inducao é revertida por L-NAME
(Buzanska et al, 2000). Um dos efeitos extracelulares da proteina S100B, ndo
somente em neurdnios, mas também em células gliais, € a inducdo de
apoptose (Donato et al, 2009). Em nosso estudo, observamos um aumento de
S100B extracelular provocada por aménia e a prevencdo desse aumento pelo
L-NAME. Logo, a proteina S100B pode estar relacionada a inducdo de

apoptose observada por Buzanska e colaboradores.
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O resveratrol mostrou o melhor resultado contra a toxicidade induzida
pela amonia e, quando co-incubado com H89, mostrou diferenga significativa
na liberacdo de S100B, indicando que o efeito da liberacdo de S100B é
provavelmente mediado pela via da PKA. Tem sido demonstrado que o AMPc é
capaz de ativar NOS através de proteinas cinases e esta ativagdo ocorre
através da PKA (Guix et al, 2005; Hashimoto et al, 2006). Entdo, o provavel
mecanismo pelo qual o resveratrol modula a secre¢édo de S100B envolve NOS
e PKA.

Como descrito por Leite et al, 2006, ao contrario do esperado, a creatina
ndo foi capaz de prevenir o aumento na liberagcdo de S100B causada pela
amonia (Leite et al, 2006). Porém, neste trabalho, o resveratrol protegeu este
efeito. Os mecanismos implicados na neuroprotecao exercida pela creatina sédo
controversos, mas parecem depender, pelo menos em parte, do aumento nos
estoques de fosfocreatina e no metabolismo energético relacionados aos niveis
de ATP (Brustovetsky et al, 2001). O mecanismo de neuroprotecdo do
resveratrol ainda ndo esta claro, mas o efeito do resveratrol na toxicidade da
amonia pode estar mais ligado a eventos relacionados ao estresse oxidativo
gue ao metabolismo energético, pois NosSsO grupo ja demonstrou que O
resveratrol melhora importantes parametros gliais que sdo dependentes do
estado redox celular.

E importante mencionar que as culturas primarias de astrécitos e as
células astrogliais C6 apresentaram o mesmo perfil em todos os parametros
analisados, mostrando a similaridade entre estas células. Em outros estudos,

foram observadas diferencas quando comparados astrécitos primarios e
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células C6 (Nardin et al, 2007), mas as células da linhagem C6 usadas neste
trabalho apresentam mais de 100 passagens e forte caracteristica astrocitica.

O efeito sobre a secrecdo de S100B observado com o resveratrol frente
ao insulto com amonia, juntamente com dados prévios do nosso grupo que
demonstram que o resveratrol € capaz de modular importantes parametros
gliais como a atividade da enzima glutamina sintetase e a captacdo de
glutamato (Quincozes-Santos & Gottfried), afetados em situacbes de
hiperamonemia (Felipo & Butterworth, 2002), indicam um possivel potencial

deste composto na protecao dos danos em condi¢des de hiperamonemia.
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CONCLUSAO

Este estudo sugere, num primeiro momento, que o resveratrol atenua a
secregcao de S100B, em um modelo de dano induzido por amonia em
astrécitos. A amonia induziu aumento na secrecdo de S100B apds 24 h de
exposi¢do, num mecanismo dependente de PKA, e o resveratrol também agiu
através desta via. Assim, a S100B pode ser um marcador util para a
encefalopatia hepatica. Além disso, essas observacdes sugerem que O
resveratrol pode ser agente protetor clinicamente viavel contra condicbes nas
guais ocorram estresse oxidativo. O resveratrol também pode ter um potencial

para ser usado na protecédo dos danos em condicdes de hiperamonemia.
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