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ARAUJO, Filipe Mendes de Estabelecimento de um novo modelo in vitro de
neuroinflamacdo associado a doenca de Parkinson induzido pelo aminocromo e
caracterizagdo da acdo neuroprotetora da apigenina. 63fl. 2016. Dissertacéo
(Mestrado) — Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Bahia,
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RESUMO

A doenca de Parkinson é caracterizada principalmente pela perda de neurdnios
dopaminérgicos que contém neuromelanina na substancia nigra pars compacta. Os
mecanismos responsaveis por esta neurodegeneracdo permanecem desconhecidos,
contudo, algumas desordens celulares e moleculares sdo consideradas envolvidas
neste processo, dentre estes, acumulo de a-sinucleina, estresse oxidativo, dano
mitocondrial, disfuncdo proteossomal, disfuncdo autofagica e neuroinflamacéo.
Dentre estas, apenas a neuroinflamacéo ainda ndo foi associada com os efeitos
deletérios induzidos pela neurotoxina endégena, aminocromo. Essa neurotoxina tem
origem a partir da oxidacdo da dopamina em pH citosélico e € um precusor da
neuromelanina que em condi¢cdes especificas pode se acumular em neurdnios
dopaminérgicos e gerar citotocixidade. Neste sentido, este trabalho tem como
principal foco de estudo o potencial neuroinflamatério do aminocromo e seus efeitos
regulados pela apigenina, um reconhecido composto flavonoide imunomodulador.
Culturas organotipicas de fatias do mesencéfalo de ratos Wistar pés-natais com 8
dias foram cultivadas durante 3 dias com DMEM/F12, incubadas em 5% de CO2 a
37 °C. Depois, as fatias foram tratadas com aminocromo (0,01 a 25 pM) e ou com
apigenina (10uM) e analisadas apos 24 ou 48 h. A neurotoxicidade foi avaliada por
meio de analise morfoldgica e da expressao de tirosina hidroxilase (TH) por Western
Blot. A resposta neuroinflamatoria foi avaliada por imuno-histoquimica para lbal e
por analise de RTg-PCR para citocinas TNF e IL-13. O efeito modulador de fatores
neurotréficos foi também avaliado por RTg-PCR. Nossos resultados demonstraram
que o aminocromo induziu danos teciduais em culturas ap6s 48h de exposicao,
associado a reducédo da expressdo TH, a qual foi inibida pela apigenina. Além disso,
a exposicdo ao aminocromo induziu alteracdo morfolégica em células lbal+ apés 24
h, acompanhado por aumento na expressdo do RNAm para TNF e IL-1B, que
também foram inibidas pela apigenina. O aminocromo reduziu a expressdo do
MRNA dos fatores neurotréficos CDNF e NGF e aumentou a expressdao do BDNF. A
apigenina inibiu os efeitos induzidos pelo aminocromo em relagdo a expressao do
CDNF e NGF e aumentou a expressao destas neurotrofinas. Por outro lado, a
apigenina reduziu os niveis de BDNF e GDNF. Estes resultados demonstraram que
neuroinflamacdo e fatores neurotréficos também estdo envolvidos na
neurodegeneracdo induzida por aminocromo e que o flavonoide apigenina constitui
um bom agente de protecdo contra os danos celulares induzidos por esta toxina.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson; aminocromo; apigenina; neuroinflamacéo;
fatores neurotroficos.
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neuroinflammation associated to Parkinson's disease induced by aminochrome and
characterization of neuroprotective action of apigenin. 63fl. 2016. Dissertation
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ABSTRACT

Parkinson's disease is characterized mainly by loss of dopaminergic neurons
containing neuromelanin in the substantia nigra pars compacta. The mechanisms
responsible for this neurodegeneration remains unknown. However, some cellular
and molecular disorders are involved in this process, among those, the
accumulation of a-synuclein, oxidative stress, mitochondrial damage, proteosomal
and autophagic dysfunction and neuroinflammation. Among these, only
neuroinflammation has not yet been associated with the deleterious effects induced
by aminochrome the endogenous neurotoxin. This neurotoxin originates from
dopamine oxidation in cytosolic pH and is a precursor of neuromelanin, that in
specific conditions can accumulate in dopaminergic neurons and generate
cytotoxicity.In this sense, this work is mainly focused on study of the
neuroinflammatory potential of aminochrome and the role of apigenin a well known
immunomodulator flavonoid in reversing of this phenotype. Organotypic cultures of
midbrain slices derived from wistar rats 8 days after birth, were cultivated for 3 days
with DMEM/F12 medium, incubated in 5% COz2z , at 37 ° C. The slices were treated
with aminochrome (0,01 e 25 uM) and/or with apigenin (10uM), and analyzed after 24
or 48 hours. Neurotoxicity was evaluated by morphological analysis and by the
expression levels of tyrosine hydroxylase (TH) by Western blot. The neuro
inflammatory response was assessed by immunohistochemistry for Ibal and for RTg-
PCR for the cytokines TNF and IL-13. The modulatory effects of neurotrophic factors
were also evaluated by RTg-PCR. Our results demonstrate that aminochrome
induced tissue damage in culture after 48h of exposition, associated with the
reduction of TH levels, which was inhibited by apigenin. Furthermore, exposure to
aminochromo induced morphological changes in Ibal* cells after 24 hours, followed
by increased expression of mMRNA for TNF and IL-18, which were also inhibited by
apigenin. The aminochrome reduces mRNA expression of neurotrophic factors
CDNF and NGF but increased BDNF. Apigenin inhibited the effects induced by
aminochrome in relation to CDNF and NGF expression. On the other hand, apigenin
treatment reduces the levels of BDNF and GDNF. These results demonstrated that
neuroinflammation and neurotrophic factors are also involved in the
neurodegeneration induced aminochrome and that the flavonoid apigenin is a
potential protective agent against the cell damage induced by this toxin.

Key-words: Parkinson disease; aminochrome; apigenin; neuroinflamation;
neurotrophic factors.



INDICE DE FIGURAS

FIGURA 1: A conversédo do aminocromo a leucoaminocromo-o-semiquinona................ 22
FIGURA 2: DT - diaforase catalisando a reducdo do aminocromo em dois elétrons. .....22
FIGURA 3: Estrutura basica dos flavonoides ... 26
FIGURA 4: Grupos dos flavOnOIdes ...........coiiiiiiiiiiiie et 27
FIGURA 5: Estrutura da APIgENING .........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeeeieieieenneeenneeeeeees 29
FIGURA 6: Fotomicroscopia das fatias mesencefalicas tratadas com aminocromo e MPTP
........................................................................................................................................ 38
FIGURA 7: Western Blot Tirosina HidroXilasSe ..............coocuiiiiiiiiiie e 39
FIGURA 8: Andlise da ativagcao microglial por imunohistoquimica.............cccueeeeiiiienenne 41
FIGURA 9: Analises da expressao das citocinas pré-inflamatérias por RTg-PCR.......... 42

FIGURA 10: Avaliacdo da expressao dos fatores neurotréficos por RTg-PCR. ............. 44



6-OHDA
ATP
BDNF
CDNF
CEUA
COMT
COMT
COX-2
DA
DAPI
DAT

ABREVIATURAS

6-hidroxidopamina

Adenosina Trifosfato

Fator Neurotrofico Derivado de Cérebro
Fator Neurotréfico Conservador da Dopamina
Comisséo de Etica no Uso de Animais
Catecol-O-metiltransferase
Catecol-o-metiltransferase
Ciclocoxigenase-2

Dopamina

4,6diamidino-2-phenilindol
Transportador de Dopamina

DMEM/F12 Meio Dulbecco modificado aguia: mistura de nutrientes F12

DMF
DMSO
DP
FDA
GDNF
GFAP
GSH
GSSC
HLA
ICS
IL-1
IL-10
IL-17
IL-1B8
IL-6
iINOS
IUPAC
INK
L-DOPA

Dimetilformamida

Dimetilsulfoxido

Doenca de Parkinson

Federal Drug Administration

Fator Neurotrofico Derivado de Glia
Proteina acidica fibrila glial
Glutationa Reduzida

Glutationa Oxidada

Antigeno Leucocitario Humano
Instituto de Ciéncias da Saude
Interleucina-1

Interleucina-10

Interleucina-17

Interleucina-1 beta

Interleucina-6

Oxido Nitrico Sintetase

Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
c-Jun N-terminal

L-3,4-Dihidroxifenilalanina



LPS
MAO-B
MAPKs
MHC-II
MKK4
MPP*
MPTP
MRNA

lipopolissacarideo de Escherichia coli
Monoamina Oxidase — B

Proteinas cinases ativadas por mitdgenos
Complexo Majo de Histocompatibilidade - I
Proteinas cinases ativadas por mitégenos 4
1-methyl-4phenylpyridinium
1-metil-4fenil-1,2,3,6-tetrahidropirina

Acido ribonucleico mensageiro

NADH*+H* Dinucleétidio de adenina nicotinamida reduzida

NADPH*+H* Difosfato de dinucledétidio de adenina nicotinamida reduzida-f reduzida

NF-x
NGF
PARK2
pH
PVDF
RNA
ROS
SDS
SN
SNC
SNpc
TNF-a
UFBA
VMAT-2

Factor nuclear kappa B

Fator Neurotrofico Derivado de Nervo
Parkin RBR E3 Ubiquitina Proteina Ligase
Potencial de Hidrogénio

Fluoreto de polivinilidene

Acido ribonucleico

Espécies reativas de oxigénio
Dodecil sulfato de sodio

Substéncia nigra

Sistema Nervoso Central

Substancia nigra pés-compacta

Fator de necrose tumoral alfa
Universidade Federal da Bahia

Transportador vesicula de monoamina-2



SUMARIO

1. INTRODUGAO ..ottt ettt et e et ste e sae e 13
2. REVISAO DE LITERATURA ....oootiiiiiececte ettt 15
2.1 DOENGA DE PARKINSON .....cuttiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e ssiiieeee e e e e e e ssisareeeeeeee s 15
2.1.1 FiSIOPAIOIOQGIA. . .uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiit e 16
2.1.2 Neuroinflamagéo e resposta glial ...........cccccuviiiiiiiiiiiiiiis 16
2.1.3 Principais abordagens terapeutiCas ........ccccvvvvvviiiieeeeeeeeeiiciee e 17

2.2 NEUROTOXINAS USADAS NA INDUCAO DE MODELOS PARA
ESTUDOS PRE-CLINICOS NO DESENVOLVIMENTO DE DROGAS
ANTIPARKINSONIANAS ..o e e e e e e eaa e 18
2.2.1 Alteracdes celulares e moleculares induzidas por aminocromo...19
2.2.1.1 Danos oxidativos induzidos por aminOCroMO............cceveeeeeeeeeeeennn. 19

2.2.1.2 Atuacdo do aminocromo na disfuncdo mitocondrial e inducdo de

morte celular POr aPOPLOSE .........uuiiiieieeieieece e e 23

2.2.1.3 Formagdo de adutos com proteinas ..........cccuvveeeeeeeeeeniiiiniiieeeeeenn 23

2.3 FLAVONOIDES......ccttiiiiiiiitiiiite ettt e e e e e et e e e e e e e e e s ssnarreeeeeeens 25
2.3.1 Efeitos neuroprotetores de flavonoides em modelos de estudo da
doenga de ParkiNSON ..o 28
2.3.2 Efeitos neuroprotetores da apigenina........cccccccceeeeieeeeeeeeeeiiicieeeeen, 28

3. OBUIETIVOS . ..ottt e e e e e e e et e e e e e e e e e e nnnraees 30
4. MATERIAIS E METODOS ..ottt 31
4.1 CULTURAS ORGANOTIPICAS DE MESENCEFALO .....c.cccooviieeiaieennnes 31
4.2 EXPOSICAO AS NEUROTOXINAS ......coiiiiiiriiiriaieieeie e 32
4.2.1 Exposicdo das culturas a0 AmMIiNOCIOMO ........uvuvieeeeeeeeiieiiiiiieeeeeean, 32
4.2.2 Exposicado das culturas ao MPTP ..., 32
4.2.3 Exposicdo das culturas ao LPS.........ooooii, 32

4.3 TRATAMENTO COM A APIGENINA ... ..ottt 33
4.4 TESTES PARA AVALIACAO DA MORFOLOGIA TECIDUAL, BIOQUIMICA

E MOLECULAR DOS GRUPOS CONTROLES E TRATADOS ........cccveeevnnees 33
4.4.1 Avaliacao da morfologia das fatias por microscopia optica.......... 33
4.4.2 Avaliacao de dano neuronal por Western Blot...........ccoevvviinnnnnn. 33
4.4.3 Avaliacao de resposta microglial por imunohistoquimica............. 34
4.4.4 Extracdo de RNA e RTQ-PCR ..o, 35

4.4 5 ANAIISE B A S i C A e ittt e ettt 36



5. RESULTADOS . ... 37
5.1 ANALISE DA MORTE CELULAR INDUZIDA PELO AMINOCROMO EM
MODELO DE CULTURA ORGANOTIPICA MESENCEFALICA E

NEUROPROTECAO INDUZIDA PELA APIGENINA .........cccooeeveeiieieeciee, 37
5.2 ANALISE DA NEUROINFLAMACAO INDUZIDA PELO AMINOCROMO E
EFEITO IMUNOMODULATORIO DA APIGENINA ......c.coiiieieeeeeeeeeeeeee, 40

5.3 ANALISE DA EXPRESSAO DOS FATORES NEUROTROFICOS
INDUZIDA PELO AMINOCROMO E EFEITO MODULATORIO DA

APIGENINA .. oottt 43
B. DISCUSSAD .. .ot 45
7. CONCLUSAOD ..o ettt 50

REFERENCIAS . ... e ettt e et e ettt e et e e e e e e e 51



13

1. INTRODUCAO

A doenca de Parkinson (DP) é uma desordem neurodegenerativa marcada
principalmente por caracteristicas motoras, como bradicinesia, ataxia, rigidez
postural e tremor em repouso. Porém, devido a lenta progressédo da doenca, alguns
sintomas nao-motores, como disturbio do sono, déficit olfatério, ansiedade e
depressdo, apresentam-se antes mesmo do surgimento dos sintomas motores
(GOLDMAN & POSTUMA, 2014). Essa doenca é uma consequéncia da
degeneracdo dos neurbnios dopaminérgicos da Substancia nigra pars compacta
(BRAAK et al. 2004).

Apesar da causa primaria dessa doenca ainda permanecer desconhecida,
muitos estudos indicam que a DP possui uma causa multifatorial que desencadeia
uma série de eventos citotéxicos provocando a morte dos neurénios dopaminérgicos
(CAUDLE, 2009; SEGURA-AGUILAR et al., 2014; WANG & HAY, 2015; ZHANG et
al., 2016), um desses mecanismos é a neuroinflamacéo (BLANDINI, 2013).

A morte celular por apoptose e a neurotoxicidade leva a ativacdo de uma
resposta imunolégica local com consequente ativacdo da microglia, macréfagos
residentes no sistema nervoso central (SNC) (PETERSON & FLOOD, 2012). A
microglia € responsavel por orquestrar toda a resposta inflamatéria no SNC
liberando citocinas responsaveis pela ativacdo de vias apoptéticas nos neurbnios
danificados pela DP e liberando compostos toxicos para a matriz extracelular, que
geram uma morte ndo somente dos neurdnios danificados, mas também dos
neurdnios sadios agravando a progressao da doenca e seus sintomas. Além disso, a
microglia libera quimiocinas que irdo atrair linfocitos T auxiliar CD4* amplificando
ainda mais a resposta neuroinflamatéria com inducao da reacdo astrocitaria, o que
culmina em astrogliose e liberacdo de citocinas pré-inflamatérias pelos astrocitos
(HIRSCH & HUNOT, 2009).

Uma substancia endégena que esta sendo proposta como um novo modelo
pré-clinico para o estudo da DP é o aminocromo (SEGURA-AGUILAR et al., 2016).
Esta neurotoxina é formada a partir da oxidacdo da dopamina em pH citosodlico e,
em condi¢des onde ocorram falhas nos sistemas de detoxificacdo, pode se acumular
no citoplasma do neurdnio dopaminérgico e induzir uma diversidade de alteracdes

moleculares e celulares, dentre estas o estresse oxidativo (FUNTES et al., 2007),
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disfuncdo mitocondrial (AGUIRRE et al., 2012), formagédo de adutos com proteinas
do citoesqueleto, com proteinas do complexo | e IV mitocondrial, com a PARK2
(Parkin RBR E3 Ubiquitin Protein Ligase) e a a-sinucleina (BRICENO, et al., 2015,
VAN LAAR et al., 2009; LAVOIE et al., 2005; MUNOZ et al., 2015). Essas atividades
citotéxicas ndo sO relevam a importancia do aminocromo como um modelo pré-
clinico, mas também como uma molécula que pode exercer um papel chave na
patogénese da DP. Relatos indicam que esta neurotoxina é responsavel por
desenvolver a maioria das causas multifatoriais apresentadas na patologia, com
excecdo da inducdo de neuroinflamacgdo, que ainda ndo possui associagdo com
danos celulares induzidos comprovados.

Os flavonoides, compostos originados do metabolismo secundéario das
plantas, estdo amplamente distribuidos no reino vegetal (HADACEK et al., 2011).
Vérios efeitos bioldégicos vém sendo atribuidos a este grupo de substancias, bem
como atividades antioxidantes, antimicrobianas, antitumorais e anti-inflamatorias
(VIDAK et al., 2015; COELHO et al., 2016; SROKA et al., 2015; LANI et al., 2015;
STOCLET & SCHINI-KERTH, 2011). Nessa perspectiva, pesquisas apontam estes
compostos fendlicos como importantes ferramentas para a protecdo do organismo e
consequente manutencédo da homeostasia.

A apigenina (4,5,7 — tri-hidroxiflavona) € um flavonoide da classe das
flavonas, produzido por vegetais, com propriedade terapéutica em humanos (LIU et
al., 2010; PATEL et al., 2007). Esta flavona € encontrada em abundancia nas frutas
e vegetais, como salsa, cebola, laranja, cha, camomila, trigo, brotos e flor do
maracuja (Passiflora) (PATEL et al., 2007). Dentre seus beneficios a salude, a sua
atividade anti-inflamatéria relacionada a imunomodulacdo microglial, torna este
composto um importante agente neuroprotetor para doengcas neurodegenerativas,
visto que a neuroinflamacgédo agrava os sintomas deste grupo de patologias (REZAI-
ZADEH et al., 2008).

Tendo em vista que o aminocromo tem sido proposto como modelo mais
fisiolégico por ser uma substancia enddégena e que seu potencial em induzir
neuroinflamacdo como uma das alteragbes marcantes na DP ainda n&o foi
demonstrado, o presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a
resposta neuroinflamatéria induzida pelo aminocromo e ainda verificar a
imunomodulagdo desta resposta pela apigenina, um flavonoide de reconhecido

efeito modulador da resposta microglial.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 DOENCA DE PARKINSON

A doenca de Parkinson (DP), descrita pela primeira vez por James
Parkinson em 1817, é uma doenca neurodegenerativa cronica, progressiva,
caracterizada por sintomas motores que incluem bradicinesia, ataxia, rigidez e
tremor em repouso (HORNYKIEWICZ, 1966; RIEDERER e WUKETICH, 1976). Mas
que também €& acompanhada por uma série de manifestagbes n&do-motoras,
incluindo ansiedade, depressdo, redugdo cognitiva e distarbios autondémicos
(DAWSON; DAWSON, 2003; GIRALDEZ-PEREZ et al., 2014; DAS & SHARMA,
2016), que segundo Goldman e Postuma (2014) podem preceder o desenvolvimento
de sintomas motores.

Os principais sintomas motores estdo associados a uma perda progressiva
lenta de neurbnios dopaminérgicos na substancia nigra pars compacta do
mesencéfalo (SNpc) (JELLINGER, 2012). Além desses sintomas, outras
manifestagdes generalizadas sao observadas como consequéncia de alteragbes em
diferentes areas do cérebro (talamo, hipotalamo, bulbo olfatério e tronco encefalico),
indicando que esta enfermidade ndo é apenas uma alteracdo motora, mas sim, um
disttrbio sensorial, cognitivo e psiquiatrico (GIRALDEZ-PEREZ et al., 2014).

A incidéncia da DP aumentou exponencialmente a partir dos anos 60, com o
aumento da expectativa de vida em paises desenvolvidos, de forma que atualmente
ela representa a segunda enfermidade neurodegenerativa mais comum nestes
paises (DORSEY et al., 2007). E ha previsbes que este aumento de incidéncia
continue em associacao com o crescente aumento da populacao senil.

No Brasil, segundo o Departamento de Informatica do Sistema Unico de
Saude (DATASUS, 2015), durante o periodo de 2008 a 2015 foram internados 6.537
pacientes com o diagnostico da doenca de Parkinson, gerando aos cofres publicos
um gasto de R$ 11.571.097,41. Estes valores destacam a necessidade de
pesquisas voltadas para a investigacdo da fisiopatologia da doenca e possiveis

formas de tratamento.
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2.1.1 Fisiopatologia

Embora a causa da doenca ainda seja desconhecida, varias teorias tém sido
estudadas e vém demonstrando que a DP possui causas multifatoriais que levam a
degeneragdo neuronal como, por exemplo, neuroinflamagédo (BLANDINI, 2013),
excitotoxicidade (CAUDLE E ZHANG, 2009), deplecdo de antioxidantes enddégenos
(SEGURA-AGUILAR et al., 2014), toxicidade por a-sinucleina (WANG & HAY, 2015),
disfuncdo mitocondrial (LUO et al., 2015) e disfuncdo na degradacdo de proteinas
com alteracfes associadas a neurodegeneracao (ZHANG et al., 2016).

Ainda é reconhecido que ocorrem alteracdes no sistema imune de pacientes
acometidos pela enfermidade de Parkinson, dentre elas, mudancas na populacéo de
linfécitos do fluido cerebroespinhal e do sangue, sintese de imunoglobulinas,
citocinas e proteinas de fase aguda (CZLONKOWSKA et al., 2002). Além disso, as
células da microglia entram como um importante agente neuroinflamatério nesta
enfermidade (McGEER, 1988), uma vez que estas podem ser ativadas por fatores
liberados na morte de neurdnios dopaminérgicos como metaloproteinase de matriz 3
(MMP-3), neuromelanina e a-sinucleina, contribuindo para a morte neuronal.

Outro importante mecanismo responsavel pela perda neuronal tem sido
discutido durante anos. Este sugere que a oxidagdo da dopamina (DA) citosdlica (e
seus metabdlitos) conduz a producao de radicais livres citotoxicos (GREENAMYRE
e HASTINGS, 2004). Uma possivel fonte endégena de radicais livres nos processos
degenerativos subjacentes a DP é a producdo do radical leucoaminocromo-O-
semiquinona a partir da oxidacdo da dopamina citos6lica ao aminocromo
(ARRIAGADA et al., 2004).

2.1.2 Neuroinflamacéao e resposta glial

Em particular, a inflamacgéo, termo que abrange a neuroinflamacdo e as
respostas inflamatérias periféricas, estdo documentadas na DP atuando néo
somente como uma mera disfuncdo que ocorre no processo da doenca, mas
também como um importante fator da modificacdo dessa patologia ou mesmo
aceleracdo (SCHLACHETZKI et al., 2013).

A ativacdo microglial €& caracteristica patoldgica tipica de doencas

neurodegenerativas (WANG et al., 2014). Nestas desordens, ha um aumento na



17

expressao de receptores de antigenos do complexo de histocompatibilidade (HLA),
citocinas e componentes do sistema complemento (McGEER et al., 1988; HIRSCH
et al., 1998; KURKOWSKA-JSTRZEBSKA et al.,1999). Durante o dano cerebral
cronico, as células microgliais induzem a liberacdo de citocinas como TNF e IL-1f,
0S quais, por sua vez, sdo importantes na ativacdo autocrina e paracrina da
microglia e, consequente, morte neuronal. Neste caso, a morte de neurdnios
dopaminérgicos, ocorre provavelmente através da ativacdo de apoptose pela TNF
(HIRSCH & HUNOT, 2009; PETERSON & FLOOD, 2012).

Todas essas evidéncias sugerem que a neuroinflamagéo, caracterizada por
microgliose e astrogliose gerando a produgdo de citocinas pro-inflamatérias, tem
participacdo na patogénese da DP, pois esta resposta glial excessiva leva a morte
neuronal (FU et al., 2015; LI et al., 2005). Estas evidéncias sugerem que o uso de
agentes anti-inflamatérios, que modulem a resposta neuro-imune, possa inibir a
progressdo da DP (PETERSON & FLOOD, 2012).

2.1.3 Principais abordagens terapéuticas

Ainda que a L-3,4 dihidroxifenilalanina (L-Dopa), um precursor da dopamina,
produza efeitos colaterais importantes, que geralmente aparecem varios anos apoés
0 uso crbnico, como desenvolvimento de flutuagcbes motoras, discinesia e psicose,
ha mais de trés décadas o tratamento principal para a DP tem sido a utilizacdo de
L-Dopa, utilizacdo de agonistas de receptores de dopamina e o uso de inibidores da
monoamina oxidase B (MAO-B E.C. 1.4.3.4), que reduzem a deple¢cdo da dopamina.
Estes medicamentos sao aprovados pelo Federal Drug Administration (FDA),
organismo regulamentador dos Estados Unidos da América, para uso em pacientes
com a DP em estagios precoce e avancado, enquanto que inibidores da catecol-O-
metiltransferase (COMT), que tem a funcéo de bloquear a metilacdo de L-DOPA na
periferia aumentando os niveis disponiveis no cérebro, sdo aprovados apenas para
pacientes com sintomas flutuantes (SCHAPIRA et al., 2005; SMITH et al., 2011).

Os agonistas da dopamina para tratar a DP eram considerados como
opcOes de primeira linha para a monoterapia no inicio da doenca em muitas
diretrizes nacionais e internacionais. Entretanto, devido ao conhecimento de que o
tratamento em longo prazo gera o risco de desenvolver transtornos do controle dos

impulsos, edema periférico, sonoléncia diurna e fibrose valvular cardiaca, em muitos
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paises 0 seu uso passou a ser restrito para opg¢des de segunda linha, com
monitoramento de seguranca (ANTONINI et al., 2009).

2.2 NEUROTOXINAS USADAS NA INDUCAO DE MODELOS PARA ESTUDOS
PRE-CLINICOS NO DESENVOLVIMENTO DE DROGAS ANTIPARKINSONIANAS.

Os mecanismos moleculares atuantes no processo degenerativo da DP
ainda ndo estdo totalmente elucidados. Ainda que a neurodegeneracdo ocorra
devido a uma causa multifatorial (ver tépico 2.1.1), mais estudos sd0 necessarios
para desvendar os detalhes da patogénese da doenca buscando com isso o
desenvolvimento de um farmaco eficaz (SEGURA-AGUILAR & KOSTRZEAW,
2015). Ensaios pré-clinicos, realizados em modelos biolégicos in vitro e in vivo, tem
um grande potencial para a elucidagédo dos mecanismos moleculares da DP.

Compostos como 6-hidroxidopamina (6-OHDA), rotenona, 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) e 1,1'-dimetil-4,4'-bipiridina-dicloreto (paraquart)
tém sido utilizados como neurotoxinas indutoras da DP servindo como modelos
confidveis para os estudos pré-clinicos de desenvolvimento de farmacos (JAQMAQ
et al., 2016).

A 6-OHDA foi descoberta em meados da década de 60, sendo reportada
como uma neurotoxina capaz de lesionar especificamente o0s neurbnios
dopaminérgicos. Este composto, de carater hidrofilico, ndo possui capacidade de
atravessar a barreira hematomeningoencefalica, sendo seu uso bastante difundido
em modelos in vivo, com aplicacdo através de injecdo estereotaxica na SNpc. A 6-
OHDA possui alta afinidade por transportadores de dopamina e o seu acumulo no
citoplasma de neurdnios dopaminérgicos gera a formacao de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e quinonas por auto—oxidacédo (SIMOLA et al., 2007; VILLA et al.,
2013).

Outra neurotoxina utilizada como indutora da doenca de Parkinson é a
rotenona. Esse composto foi inicialmente utilizado como inseticida e pesticida,
entretanto, passou a ser proibido por causar DP nos trabalhadores que faziam seu
uso nas lavouras. Atua como um forte inibidor do complexo | da cadeia
transportadora de elétrons, podendo também afetar componentes do citoesqueleto e
induzir a geragédo de ROS (VOITENKO & NIKONENKO, 2015; PANOV et al., 2005).
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Um composto muito utilizado para induzir alterag6es caracteristicas da DP
em modelos in vivo e in vitro € o MPTP. Esta substancia passou a receber atencao
na década de 80 quando jovens da Califérnia, viciados em heroina, passaram a
desenvolver uma forma aguda da DP apds consumo da droga contaminada com
essa neurotoxina (RANG et al., 2012). Sabe-se hoje que o MPTP € uma pré—droga,
capaz de atravessar a barreira hematomeningoencefalica e, no SNC, é convertido
para a forma toxica 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetra-hidro piridinio (MPP*) pela MAO-B,
enzima presente nos astrocitos (SEGURA-AGUILAR & KOSTRZEAW, 2015).

O MPP* possui extrema afinidade pelos transportadores de dopamina (DAT),
afetando principalmente os neurdnios dopaminérgicos. Ao entrar na célula, o MPP*
provoca a inibicdo do complexo | e Il da cadeia respiratoria mitocondrial, impedindo
a producéo de ATP e, consequente, inducdo de morte celular (SEGURA-AGUILAR&
KOSTRZEAW, 2015).

O paraquart é um herbicida amplamente utilizado, que foi associado a casos
de parkinsonismo em humanos. Porém, essa idéia € inconclusiva, pois alguns
estudos epidemiolégicos e clinicos estdo mostrando que ndo ha associagcédo entre o
seu uso e a doenca. Por outro lado, este composto € capaz de induzir a formacéo
dos corpos de Lewy e dano oxidativo em modelo animal, que s&o alteracoes
caracteristicas da DP (BLESA & PRZEDBORSKI, 2014).

Todos os modelos supracitados utilizam neurotoxinas exdégenas como
indutoras da DP, porém existe a necessidade de um modelo mais fisioldégico, uma
vez que nem sempre existe a associacao entre a exposicdo a estes compostos e 0
desenvolvimento da doenca em humanos. Neste aspecto, a utlizagcdo do
aminocromo ou de seu percussor (dopamina) ganha evidéncia por se tratar de uma

neurotoxina endogena produzida por neurdnios dopaminérgicos da substancia nigra.
2.2.1 Alteragdes celulares e moleculares induzidas por aminocromo
2.2.1.1 Danos oxidativos induzidos por aminocromo

A dopamina, reconhecida como neurotransmissor presente em neurdnios
dopaminérgicos, possui um papel ambiguo no SNC (SEGURA-AGUILAR et al.,

2014a). A capacidade desta molécula de sofrer alteracdes estruturais em pH

fisiologico permite que este composto sirva tanto como um neurotransmissor
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essencial, quanto como uma substancia toxica, protagonista de processos
neurodegenativos associados a DP. Essa atuacdo neurotoxica endogena é
inicialmente explicada pela sua capacidade em induzir a formacdo de ERO
(espécies reativas de oxigénio) durante a sua oxidacdo a aminocromo e posterior
reducdo do radical quinona do aminocromo em um elétron, gerando o radical
leucoaminocromo-O-semiquinona (PARIS at al., 2001; ARRIAGADA et al., 2004).

A reducdo do aminocromo em um elétron é realizada por flavoenzimas
citoplasmaticas que utilizam nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADH* +
H*) ou nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido (NADPH* + H*) como
doadores de elétrons. O radical leucoaminocromo-o-semiquinona possui a
capacidade de se auto-oxidar a aminocromo na presenca de oxigénio, originando
assim um ciclo redox que continuara até que o oxigénio e os doadores de elétrons,
NADH*+ H* ou NADPH* + H*, presentes na célula sejam massivamente depletados
(Fig. 1) (FUENTES et al., 2007).

Peguenas concentracdes de aminocromo podem ter um efeito devastador na
deplecdo de NADH* + H* e NADPH* + H* devido a sua capacidade de gerar um ciclo
redox. Além disso, mecanismos antioxidantes dependentes de NADPH™* + H*, como
por exemplo, glutationa reduzida (GSH) e glutationa oxidada (GSSC), serdo
comprometidos na presenca do radical leucoaminocromo-o-semiquinona (SEGURA-
AGUILAR et al., 2000; FUENTES et al.,, 2007; SEGURA-AGUILAR at al., 2014a;
SEGURA-AGUILAR & PARIS, 2014b; SEGURA-AGUILAR & KOSTRZEWA, 2015).

Estudos in vitro de Fuentes et al. (2007) demonstraram que o aumento do
aminocromo citosélico por inibicdo das proteinas transportadoras de monoamina
vesicular 2 (VMAT-2) e NAD(P)H-quinona desidrogenase conhecida como DT-
diaforase (EC.1.6.5.2) contribuem para a morte neuronal induzida pela dopamina. A
VMAT-2 é responsavel pela captagdo da dopamina citoplasmatica, para
armazenamento em vesiculas com pH que inibi a oxidacdo da dopamina e formacéao
do aminocromo, enquanto que a DT-diaforase € a enzima responsavel por converter
aminocromo a leucoaminocromo e impedir a formacgéo do radical leucoaminocromo-
0-semiquinona.

Esta flavoenzima, DT-diaforase, é composta por duas subunidades contendo
duas moléculas de FAD. Esta é a Unica enzima capaz de catalisar a reducdo de dois
elétrons de quinonas para hidroquinonas utilizando NADH* + H* e/ou NADPH* + H*

como doadores de elétrons e formando a partir dessa reagdo o leucoaminocromo
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hidroquinona. Este composto € direcionado para a formacdo de neuromelanina,
propondo assim um papel fisiolégico e neuroprotetor da DT-diaforase, que resulta na
inativacdo do aminocromo (Fig. 2) (SEGURA-AGUILAR et al., 2014a; MUNQOZ, et al.,
2012).
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Figura 1. A conversédo do aminocromo a leucoaminocromo-o-semiquinona.
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Fonte: Adaptado de SEGURA-AGUILAR et al. 2014b.
Figura 2. Reacao de reducdo do aminocromo catalisada pela DT - diaforase.
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Fonte: SEGURA-AGUILAR et al. 2014b.
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2.2.1.2 Atuagdo do aminocromo na disfungdo mitocondrial e inducdo de morte
celular por apoptose

De maneira geral, a disfungdo mitocondrial tem um papel importante na DP,
estando envolvida na morte neuronal imediata de neurbnios dopaminérgicos da
SNpc (HENCHCLIFFE & BEAL, 2008; SCHAPIRA, 2008b; VILA et al., 2008). Esta
idéia nasceu acidentalmente por uma descoberta feita em 1985, quando se
observou que contaminagcdo com a pré-droga (MPTP) de um inibidor do complexo |
da cadeia respiratoria mitocondrial, causava sintomas similares aos da enfermidade
(LANGSTON et al., 1985). Além disso, em amostras post-mortem da SNpc de
pacientes com DP, ja foi evidenciada diminuicdo da atividade do complexo |
mitocondrial e déficit na cadeia de transporte de elétrons (MANN et al., 1994;
KEENEY et al., 2006).

A causa para a disfuncdo do complexo | mitocondrial € uma questdo de
investigacdo na DP. Exposi¢cdo a toxinas exdégenas como a rotenona, paraquat, 6-
OHDA e o proprio MPTP possuem papel relevante nessa disfuncdo (SCHAPIRA et
al., 2010). Entretanto, produtos de oxidacdo da dopamina tém revelado causar um
efeito substancial na funcdo desta organela (AGUIRRE et al., 2012). Em trabalho
realizado por Khan et al. (2005), utilizando mitocéndrias extraidas de cérebros de
ratos, foi observado que a dopamina causa inibicdo na atividade dos complexos | e
VI e que, na presenca da tirosinase, enzima que catalisa a conversao da dopamina
para dopamina-O-quinona com posterior ciclizacdo para aminocromo, ha uma
potencializacdo na inibicdo destes complexos mitocondriais.

Outro estudo realizado por Aguirre et al. (2012) demonstrou que o
aminocromo é capaz de inibir a atividade do complexo | mitocondrial, tanto em
sistema celular quanto em sistema de mitocondrias isoladas, com subsequente

decréscimo nos niveis de ATP.
2.2.1.3 Formacao de adutos com proteinas
O citoesqueleto de maneira geral € composto por: microfilamentos, que

possuem polimeros de actina em sua composicdo, sendo um componente

importante e essencial para esculpir e manter a citoarquitetura. Os microtubulos
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contendo as subunidades alfa-tubulina e beta—tubulina sob a forma de dimeros, que
estdo em equilibrio dindmico constante podendo juntamente com os filamentos de
actina polimerizar e despolimerizar adicionando e removendo subunidades nas
terminacbes dos polimeros; e por ultimo os filamentos intermediarios que irdo
proporcionar rigidez e elasticidade celular (KUEH & MITCHISON, 2009).

Alteracdes precoges no citoesqueleto podem afetar inUmeros mecanismos
celulares, podendo ser os eventos iniciais do desenvolvimento de algumas doencas
neurodegenerativas (CARTELLI et al., 2013).

Os efeitos neurotdxicos do aminocromo podem ser observados em linhagem
de células dos tipos SH-SY5Y oriundas de neuroblastoma humano e RCNS-3
derivadas da SN de ratos adultos. Notavelmente, é possivel verificar que além do
estresse oxidativo e do dano mitocondrial, as células expostas ao aminocromo
sofrem uma intensa alteracdo morfoldgica. Esta alteracdo traz uma perspectiva
sobre o efeito dessa substancia nos componentes do citoesqueleto neuronal. A
reducdo de um elétron do radical O—quinona do aminocromo perturba a organizacao
dos filamentos de actina e da rede de filamento alfa e beta—tubulina, que sé&o
fundamentais para manter a estrutura da célula. Na presenca do aminocromo esses
dois componentes do citoesqueleto parecem se agregar em torno da membrana
celular fazendo com que a célula adquira uma forma esférica (PARIS et al., 2010).

Avaliando os efeitos do aminocromo sobre o citoesqueleto neuronal, Bricefio
et al. (2015) verificaram que a neurotoxicidade do aminocromo pode ser mediada
pela ruptura precoce da rede de microtubulos, havendo a formacdo de adutos entre
o aminocromo e a tubulina. Este evento pode ser responsavel pela inibicdo da
montagem da rede de microtibulos e perda de estabilidade do citoesqueleto. O
estudo revela ainda que a capacidade do aminocromo em formar adutos com a
tubulina gerando uma reducédo na concentracdo dos dimeros de tubulina, que séo
necessarios para a formacdo dos microtubulos. Isto dispara um aumento na
expressdo da tubulina como forma de mecanismo compensatorio.

Além de inibir a atividade do complexo | e IV mitocondrial, conforme relatado
no topico 2.2.1.2., o aminocromo também é capaz de se conjugar com o complexo Il
mitocondrial e a enzima isocitrato desidrogenase (VAN LAAR et al., 2009), podendo
este evento ser o responsavel pela inativacao destas proteinas.

Outro alvo do aminocromo para a formagdo de adutos é a PARK2, levando

ao aumento da insolubilidade e consequente inativagdo da sua funcao ubiquitina
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ligase E3, contribuindo para uma disfuncdo no sistema proteossdmico da célula
(LAVOIE, et al., 2005).

A presenca dos corpusculos de Lewy na substancia nigra foi o primeiro
achado histopatolégico da DP. Sabe-se hoje que a a-sinucleina é o principal
componente dessas estruturas e o aminocromo € capaz de formar adutos com esta

proteina contribuindo para sua estabilizacao e toxicidade (MUNOZ et al., 2015).

2.3 FLAVONOIDES

A busca de produtos naturais no uso medicinal, em especial 0os provenientes
de plantas, é paralela a propria histéria da humanidade. Segundo Franco (2005), o
uso popular de plantas medicinais € uma arte que acompanha o ser humano desde
os primérdios da civilizagdo, sendo fundamentada no acumulo de informacdes
repassadas oralmente. Assim, diferentes sociedades humanas formaram seu
conhecimento empirico préprio no uso medicinal ou toxico das plantas.

Historicamente, o interesse nos metabdlitos secundarios de plantas foi
direcionados por metas bem definidas, a exemplo da medicina tradicional chinesa,
em que uma densa quantidade de conhecimento das propriedades curativas das
plantas vem sendo acumulado e é aproveitada pela farmacologia moderna
(McCHESNEY et al., 2007).

Embora, atualmente a quimica combinatéria venha desenvolvendo um papel
importante na criagdo de novos farmacos, € notavel que a utilizagdo de moléculas de
origem natural continua a ser um campo muito explorado, seja utilizando composto
natural com a sua estrutura preservada ou realizando modificacdes estruturais para
otimizacao do efeito farmacolégico (NEWMAN & CRAGG, 2007). Neste aspecto, a
industria farmacéutica tem pesquisado e prospectado, a partir dos chamados
metabdlitos secundarios vegetais, moléculas que apresente reconhecida ou possivel
correlacdo de atividade biol6gica sobre alguma patologia, de forma a ter acéo direta
contra microrganismos ou acdo moduladora dos nociceptores, ou do sistema imune
com funcéo anti-inflamatoria.

Os flavonoides s&o metabdlitos secundarios produzidos por plantas em
resposta a estimulos de origem bibtica ou abibtica. Atualmente é aceito que 0s
metabdlitos secundarios de maneira geral contribuem para a defesa quimica de

organismos que nao possuem sistema imunologico (HADACEK et al., 2011).
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Estes compostos fendlicos possuem uma estrutura quimica bdésica,
caracterizada pela presenca de um sistema de anel difenilpropano (C6-C3-C6) com
um esqueleto benzeno-y-pirona (Fig.3) (VILLIERS et al., 2016).

Os flavonoides possuem uma ampla diversidade estrutural e sédo divididos
em oito grupos (Fig. 4). A classificacdo de cada grupo é atribuida através de
critérios, como modificagdes na estereoquimica de suas moléculas e disposi¢do dos
radicais na sua estrutura basica (VILLIERS et al., 2016).

Muitos estudos epidemioldgicos, clinicos e pré-clinicos tém sustentado
fortemente os efeitos benéficos dos polifendis, em especial a classe dos flavonoides,
para a saude humana (COLOMER et al., 2016). Fazendo uma andlise priméria da
capacidade protetora dessa classe de compostos naturais baseando-se na presenca
de alguns radicais, pode-se perceber que: a presenca de uma ligacdo dupla entre
C2 e C3 no anel C influencia nas propriedades antioxidantes; o grupo carbonila na
posicdo C4 ainda em C permite eliminar radicais hidroxila; os grupos hidroxilas no
anel C inibem a peroxidacéo lipidica; no anel A a presenca de grupos hidroxilas em
C5 e C7 também inibe a peroxidacdo lipidica, e 0 mesmo ocorre no anel B nos
carbonos C3 e C4 e no anel C em C3; e por fim, a presenga de hidroxilas no anel B
aumenta a capacidade em sequestrar radicais hidroxilo (STOJKO et al.,, 2015)

(Fig.3).

Figura 3: Estrutura basica dos flavonoides

Estrutura bésica do flavonoide: A e B, anéis arométicos; C, anel heterociclo oxigenado.

Fonte: STOJKO et al., 2015.

Segundo revisado por Simdes (2004), diversas atividades biologicas sao atribuidas a
essa classe de polifendis, tais como atividade antitumoral (VIDAK et al., 2015;
COELHO et al.,, 2016), antioxidante (SROKA et al.,, 2015), antiviral (LANI et al.,
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2015) e anti-inflamatéria (STOCLET & SCHINI-KERTH, 2011), dentre outras, o que
lhe confere significativa importancia farmacologica. Segundo Newman (2016), dentre
0s cinquenta e um farmacos anti-inflamatérios aprovados entre 1981 e 2014,
quatorze foram derivados ou baseados em compostos de origem natural. A
atividade anti-inflamatéria dos flavonoides, segundo Lépez Posadas (2008), esti
relacionada a modulagédo de células envolvidas na inflamag&o, como, por exemplo,
inibindo a proliferacdo dos linfocitos T, bem como, a producédo de TNF, IL-1 e IL-17
(citocinas pro-inflamatorias) ou mesmo modulando a atividade das enzimas da via

do &cido araquidonico.

Figura 4: Grupos dos flavonoides
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Classificacdo dos flavonoides através de critérios como modificacBes na estereoquimica de suas
moléculas e disposicdo dos radicais na sua estrutura basica em flavonas, isoflavonas, flavanonas,
flavanondis, flavanéis, flavonéis, antocianidinas e chalconas.

Fonte: VILLIERS , 2016
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2.3.1 Efeitos neuroprotetores de flavonoides em modelos de estudo da doenca
de Parkinson.

As publicacdes relacionadas aos efeitos neuroprotetores dos flavonoides
tém crescido exponencialmente nos ultimos anos. Junto a isso, ha um grande
empenho na busca ndo somente “a causa e feito” dos polifendis, mas também por
um continuo trabalho em decifrar os mecanismos de acdo relacionados a
neuroprotecado (EBRAHIMI & SCHUESENER, 2012).

Multiplos mecanismos de neurotoxicidade sédo reconhecidos como autores
ou co-autores na DP, envolvendo tanto os neurbnios dopaminérgicos quanto as
células gliais (KITA et al., 2014). Dentre estes mecanismos, a heuroinflamacao
possui um papel importante no desenvolvimento dessa doenca (BLANDINI, 2013).
Uma abordagem terapéutica com grande potencial para melhorar o processo
neuroinflamatério nesta enfermidade € através da utilizacdo de flavonoides
(SOLANKI et al., 2015).

Varios flavonoides revelaram uma capacidade em diminuir a expressao ou
transcricdo de citocinas pro-infamatérias na DP, como a IL-1B3, TNF e IL-6, e
aumentar a expressdao de citocinas regulatérias como interleucina-4 (IL-4) e
interleucina-10 (IL-10). Além das citocinas, outras enzimas com papel pro-
inflamatério atuante no SNC como a ciclo-oxigenase-2 (COX-2) e a 6xido nitrico
sintetase (INOS), além de marcadores de astrogliose e microgliose, como proteina
acidica fibrilar glial (GFAP) e lba-1 (marcador de microglia), encontram-se reduzidos
na presenca de flavonoides. Associada a esta modulacdo em geral, pode ser
observada diminuicdo na morte de neurbnios dopaminérgicos (REGLODI et al.,
2015).

2.3.2 Efeitos neuroprotetores da apigenina

A apigenina, um flavonoide pertencente a classe das flavonas, € encontrada
em abundancia nas frutas e vegetais, como salsa, cebola, laranja, cha, camomila,
trigo, brotos e alguns temperos. Classificado pela IUPAC (Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada) como 4’,5,7—trihidroxiflavona, esta flavona possui baixo
peso molecular (270,24 kD) e contéem solubilidade eficaz em dimetilsulfoxido
(DMSO) (PATEL et al., 2007).
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Seus beneficios & salude sao relatados por apresentar atividades biologicas
antioxidantes (ZHAO, et al., 2013), antitumorais (BAO et al., 2013), anti-inflamatdrias
(ZEDETH et al., 2008) e por ser potente inibidor de proteina cinase ativada por
mitégeno (MAPK), em especial a MAPK de sinalizacédo para o fator de transcricdo do
fator nuclear-«f (NF-xB) (KUMAR et al., 2014; SHUKLA & GUPTA, 2010). Segundo
Zedeth et al. (2008), a apigenina possui capacidade para inibir a producdo de
citocinas pré—inflamatérias geradas por mondcitos, macréfagos e, em especial,
microglia, tornado este composto um imunomodulador muito versatil nas doencas
neurodegeneratvas, nas quais é encontrada ativacao microglial crénica.

Segundo Magalingan et al. (2015), a apigenina também é capaz de exercer
seus mecanismos de protecao através da modulacéo das vias de sinalizacdo MAPK,
protegendo as células neuronais por meio da supressédo da fosforilacdo da MAPK
cinase—4 (MKK4), c-Jun N-terminal (JNK) e p38, diminuindo a expressdo de caspase
9 e 3. Também via MAPK, este flavonoide é capaz de inibir a ativacdo do fator de
transcricdo NF-x. Outro ponto relatado € a capacidade da apigenina em reduzir a
producdo de oxido nitrico (ON) via inibicAo da enzima iNOS, e a producdo de
prostaglandinas, via inibicdo da COX-2.

A apigenina também é capaz de estimular a producdo de fatores
neurotréficos. Segundo KIM (2015), a apigenina pode induzir a producao de fator
neurotroéfico derivado de cérebro (BDNF) no sistema nigroestriatal dopaminérgicos in

Vivo.

Figura 5: Estrutura da apigenina
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Estrutura da apigenina, uma flavona com distribuicdo de hidroxilas no carbono 7 e 5 do anal A e no
carbono 4 do anel B.
Fonte: Google Imagens
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3. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo geral caracterizar um novo modelo de estudo para
neuroinflamacdo associada a DP avaliando os efeitos do aminocromo em culturas
organotipicas mesenceféalicas e a acdo neuroprotetora da apigenina.

E como objetivos especificos:

1. Caracterizar a morte induzida pelo aminocromo em neurénios dopaminérgicos

e avaliar a atividade neuroprotetora da apigenina em cultura organotipica.

2. Caracterizar a resposta microglial induzida pelo aminocromo e investigar a

resposta anti-inflamatoria da apigenina em cultura organotipica.

3. Caracterizar alteracdes no perfil de fatores neurotroficos e analisar a atividade
moduladora de neurotrofinas pela apigenina frente & danos induzidos por

aminocromo em cultura organotipica.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 CULTURAS ORGANOTIPICAS DE MESENCEFALO

Neste estudo, culturas organotipicas do mesencéfalo de ratos Wistar com
idade pdés-natal de 8 ou 9 dias foram utilizadas como modelo biolégico de danos
induzidos por neurotoxinas. Os animais utilizados para as culturas foram obtidos do
Biotério do Laboratorio de Neurociéncia do Instituto de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal da Bahia (UFBA), e sofreram procedimentos segundo
protocolo j4 bem estabelecidos no Laboratério de Neuroquimica e Biologia Celular
da UFBA, aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do ICS/UFBA
(CEUA-ICS, Protocolo n® 0272012).

As culturas organotipicas foram preparadas de acordo com método de
Stoppini et al., 1991 modificado. A regido do mesencéfalo foi selecionada de acordo
com as imagens do Atlas de Estereotaxia (Paxinos & Watson, 2007), objetivando-se
aquisicdo de fatias com a presenga da substancia SNpc, principal regido com
presenca dos neurdnios dopaminérgicos afetados na DP.

Os animais foram decapitados e tiveram seus encéfalos expostos e
removidos assepticamente. As fatias coronais de mesencéfalo com espessura de
450um foram adquiridas utilizando o aparelho Tissue Chopper MclLwain preparadas
em condicdo estéril e transferidas trés fatias para cada membrana de microporos
(MillicellR — CM, Millipore, Beldford, MA, USA) acomodada em uma placa de
poliestireno de seis poc¢os e cultivadas em meio DMEM/F12 (Cultilab SP, Brasil)
suplementado com 0,5 mg/ml de penicilina/estreptomicina e 2,5 pg/ml de fungizona,
L-glutamina 2 mM, 3,6g/L de HEPES, 12 mL/L de glicose 50% e 10% de soro fetal
bovino (Cultilab SP, Brasil).

As culturas foram incubadas em estufa com 5% de CO:2 a 37°C durante
cinco dias. A cada 48 h, o meio de cultura foi trocado e apoés trés dias, tempo
necessario para a estabilizacdo da cultura, foram realizados os tratamentos com as

neurotoxinas e o flavonoide por periodos de 24 ou 48 h.
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4.2 EXPOSICAO AS NEUROTOXINAS

4.2.1 Exposicédo das culturas ao aminocromo

O aminocromo foi preparado e purificado de acordo com protocolo descrito
por Paris et al. (2010). A sintese de aminocromo foi realizada a partir da oxidagéo de
dopamina em solucdo a 5mM (Sigma Chemical Co. St Louis, USA), catalisada com
solucéo de tirosinase 1mg/ml (Sigma Chemical Co. St Louis, USA) em tampdo MES
(fosfato monobasico mais fosfato dibasico) 25 mM pH 6,0 durante 10 minutos a
temperatura ambiente. A coluna de resina CM-sephadex (Sigma Chemical Co. St
Louis, USA) previamente hidratada com MES 25 mM (pH 6,0) por 24 h foi preparada
para a purificacdo do aminocromo, em uma coluna cromatografica de 10 mL. O
aminocromo foi recolhido a partir da coluna CM-Sephadex e foram realizadas
aliqguotas de 1mL e estocadas a -70°C. No dia da modulacdo, a concentracdo de
aminocromo foi determinada usando analise do pico de absorbancia para espectros
de 478 nm e coeficiente de extingdo molar de 3058 M-icm™. As células foram
tratadas com aminocromo em concentragdes que variaram entre 0,01uM e 25uM e
analisadas ap0s 24 ou 48h.

4.2.2 Exposicéao das culturas ao MPTP

Para os ensaios que visavam padronizar a morte celular induzida pelo
aminocromo, utilizamos como controle positivo a exposi¢cao das fatias ao composto
neurotdxico indutor de modelo classico de estudo para a DP, o MPTP. Este foi
adquirido do fabricante (Sigma Chemical Co. St Louis, USA), sendo pesado e
dissolvido em agua ultra-pura a uma concentracdo de 20mM para a formacéo de
solucdo de mae. No momento dos experimentos e a partir da solucéo de estoque
foram realizadas diluicGes para a concentracdo de 800uM. As fatias foram

analisadas apos o periodo de 48 h de exposi¢do ao MPTP.

4.2.3 Exposicao das culturas ao LPS

Para os ensaios que visavam avaliar a neuroinflamacao induzida pelo

aminocromo, utilizamos como controle positivo o0 Lipopolisacarideo de Escherichia
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coli (LPS) adquirido do fabricante (Sigma Chemical Co L2630). Este composto &
amplamente conhecido por causar uma neuroinflmagéo orquestrada pela microglia.
No momento dos experimentos, o LPS foi diluido em meio de cultura para obtencéo
de solucdo na concentracdo de 1ug/ml a partir de uma solucdo estoque (diluida em
meio de cultura) na concentracdo de 15ug/ml. As fatias foram analisadas apds o
periodo de 24 h de exposicéo.

4.3 TRATAMENTO COM A APIGENINA

O flavonoide apigenina foi obtido da Sigma-Aldrich (97% de pureza A3145).
Este flavonoide foi dissolvido em dimetilsulfoxido (DMSO) até uma concentracao de
estoque a 100mM mantida no escuro em temperatura de 4°C. A concentracdo de 10
MM foi adotada para uso nos experimentos com as fatias baseado em estudos
prévios desenvolvidos pelo grupo de pesquisa (LabNg) (SOUZA et al., 2015).

4.4 TESTES PARA AVALIACAO DA MORFOLOGIA TECIDUAL, BIOQUIMICA E
MOLECULAR DOS GRUPOS CONTROLES E TRATADOS

4.4.1 Avaliacdo da morfologia das fatias por microscopia 6ptica

A integridade das bordas das fatias e presenca de células mortas foram
avaliadas por microscopia 6ptica usando microscopio invertido (LABOMET TCM400)
apos 48h de exposicdo ao aminocromo em concentracdes que variaram entre 0,01 a
25uM, ou em condicdo controle negativo (meio de cultura livre de toxinas) ou em

condicao controle positivo com exposi¢cdo ao MPTP a 800 puM.

4.4.2 Avaliagcédo de dano neuronal por Western Blot

Apés exposicdo das fatias por 24 e 48h aos agentes citotoxicos e/ou ao
flavonoide, os niveis de expressdo de proteinas marcadoras de neurdnios
dopaminérgicos foram investigados através de Western Blot e imunodeteccdo de
antigeno. Para tanto, apds tratamento das células, as proteinas foram extraidas com
tampao de extracao (ureia 4M, SDS 2%, 2mM EGTA, 62,5mM Tris — HCI pH 6,8,
2mM EDTA 0,5% Triton X-100) contendo 1uL/mL de um coquetel inibidor de
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proteases (P8340). A concentracdo de proteinas foi determinada usando o Kit BCA
(BIO-RAD).

Dez microgramas (10ug) de proteinas totais foram submetidas a eletroforese
em gel de poliacrilamina em condi¢cfes desnaturantes a 10 ou 12% (SDS-PAGE) e
transferidas para membranas de PVDF (fluoreto de polivinilidene). E de maneira
especifica, bandas de proteinas foram detectadas com anticorpo primério de coelho
para Tirosina hidroxilase (marcador metabdlico de neurbnios dopaminérgicos)
(1:2000 Millipore AB152). O anticorpo foi diluido em solucéo de bloqueio (3% de leite
desnatado em TBS-T) e mantido em camera Umida a 4°C overnight e revelado com
anticorpo secundario anti-rabbit 1:10.000, conjugado com peroxidase extraida de
rabano e seu substrato, através de quimioluminescéncia e revelacdo em filme de
raio X.

Apo6s a revelacdo, os filmes de raio X foram escaneados para andlise
densitométrica das bandas imunorreativas pelo software ImageJ (WAYNW
RASBAND; NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, USA). Os resultados foram
expressos em percentual de Unidades Densitométricas Arbitrarias em relacdo ao
controle ndo tratado. Como controle de carregamento utilizamos deteccdo com
anticorpo de coelho especifico para GAPDH (1:1000) na mesma membrana apos
procedimento com solucdo Stripping, revelado também por uso de anticorpo

secundario conjugado com peroxidase e quimioluminescéncia.

4.4.3 Avaliacao de resposta microglial por imunohistoquimica

ApoOs exposicdo aos agentes citotoxicos e/ou aos flavonoides, as fatias
foram fixadas com paraformaldeido a 4% (PFA 4%) por 10 minutos a temperatura
ambiente. ApGs esse tempo, o PAF 4% foi retirado e as fatias foram lavadas com
PBS a 4°C, por 10 minutos. Em seguida, foi adicionada solu¢cdo de metanol a 20%
em PBS e incubado durante 5 minutos a temperatura ambiente. Para
permeabilizacdo utilizamos Triton-X-100 0,5% em PBS e incubamos por 12 horas a
4°C. Em seguida bloqueamos as fatias utilizando BSA (Albumina Sérica Bovina)
20% em PBS overnight a 4°C.

Para a marcacao das fatias com os anticorpos, cortamos a membrana de
microporos (MillicellR — CM, Millipore, Beldford, MA, USA), onde as mesmas

encontravam-se depositada e as mesmas foram transferidas para uma placa de 24
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pocos contendo PBS. Lavamos 3X com 250 pL de PBS, por 10 minutos cada
lavagem, e iniciamos as marcagdes utilizando os anticorpos primérios anti-IBA1
(marcador de microglia) de coelho (DAKO 1:300). Decorrido o tempo de incubacéo
no anticorpo primario, as fatias foram lavadas trés vezes com PBS, incubadas com o
anticorpo secundario 1gG anti-coelho Alexa Fluor 546 (1:200 Sigma) diluido em PBS,
sob agitacdo lenta, por 2 h & temperatura ambiente. Apds o tempo de incubacéo, os
nacleos das células foram contra-corados com o agente fluorescente intercalante de
DNA 4°,6-diamidino-2-phenilindol diidroclorido (DAPI, Molecular Probes, Eugene,
OR) na concentracdo de 5 yg/mL durante 10 minutos a temperatura ambiente. As
células foram entédo lavadas 3X com PBS, analisadas por microscopio confocal Leica
(DMI6000 B).

4.4.4 Extracao de RNA e qRT-PCR

As trés fatias de cada grupo foram destinadas a extracdo de RNA utilizando
o reagente Trizol® (Invitrogen, Life Technologies), de acordo com as especificacbes
do fabricante. A integridade e concentragdo de RNA total foram avaliados utilizando
o0 auxilio do Nano Espectro KASVI (cat# K23-0002), e a sintese do cDNA foi
realizada utilizando SuperScript® VILO™ Master Mix (Invitrogen, Life
Technologies™) seguindo as instrugdes do fabricante. A PCR em tempo real foi
realizado utilizando ensaios de expressao génica Tagman® (Applied Biosystems,
CA, USA) que contém dois iniciadores para amplificar a sequéncia de interesse e a
sonda especifica Tagman® MGB, marcada com o fluoréforo FAM a com o TagMan®
Universal Master Mix Il (Invitrogen, Life Technologies™). As identificacbes dos
ensaios para os genes quantificados neste estudo foram: Interleucina 1 beta (IL1p),
Fator de necrose tumoral (TNF), fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), fator
neurotréfico dopamina cerebral (CDNF), fator de crescimento do nervo (NGF) e fator
neurotrofico derivado de glia (GDNF). A PCR em tempo real foi realizada utilizando o
instrumento QuantStudio™ 7 Flex Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
CA, USA). As condi¢cdes de termociclagem foram realizadas de acordo com as
especificacdes do fabricante. A B-actina e HPRT1 foram utilizados como genes de
referéncia (controles enddgenos) para normalizacdo dos dados de expressao

génica.


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4485688?ICID=search-product
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4.45 Andlise estatistica

Para cada andlise, foram realizados trés experimentos independentes, cada
um com amostragem em triplicata. Os resultados foram analisados pelo programa
estatistico Graph Pad Prism 5.10 (California, EUA) e registrados como média +
desvio padrdo ou mediana * desvio padrdo dos parametros avaliados. Para
determinar a diferenca estatistica entre os grupos, foi realizada uma analise de
variancia através do teste One Way ANOVA seguida pelo pos-teste Student-
Newmann-Keuls. Apenas para a quantificacdo de células Ibal+ em
imunohistoquimica foram realizados os testes ndo-paramétricos Kruskal-Walis e pés

test Dunns. Valores de P < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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5. RESULTADOS

5.1 ANALISE DA MORTE CELULAR INDUZIDA PELO AMINOCROMO EM
MODELO DE CULTURA ORGANOTIPICA MESENCEFALICA E
NEUROPROTECAO INDUZIDA PELA APIGENINA

Os primeiros ensaios de caracterizacdo do dano citotdéxico induzido pelo
aminocromo foram realizamos através de fotomicroscopia de culturas organotipicas
mesencefalicas 48h apoOs exposicdo a neurotoxina enddégena, em condi¢des
comparativas com culturas expostas ao MPTP (controle positivo) e culturas né&o
tratadas com neurotoxinas (controle negativo). Observamos inicialmente que nas
condicBes do controle negativo (Fig. 6 B) as fatias mesencefalicas apresentaram
bordas integras, enquanto que fatias sob exposicdo do aminocromo (0,01pM a
25uM), sofreram desalinhamento das bordas (Fig. 6 D e F setas pretas) e
apresentaram células escuras, sugestivas de morte celular (Fig. 6 G, H e | setas
brancas). Foi possivel também notar que emcondi¢cdes controle positivo para danos
celulares induzidos pela neurotoxina MPTP (800uM) houve alteracdes semelhantes
aquelas das fatias tratadas com aminocromo (Fig. 6 C setas brancas e pretas).

A avaliagdo por Western Blot da expressédo da enzima tirosina hidroxilase
(TH), marcador de neurbnios dopaminérgicos, demonstrou que o tratamento das
culturas com aminocromo a 25uM, induziu 48h ap6s o tratamento uma diminuicdo de
13,4% na expressao da proteina que representou uma reducdo de 0,12 unidades
densitométricas arbitrarias da razéo entre a expressdo de TH e a expressdo de
GAPDH (controle de carregamento). Esta analise também demonstrou que
tratamento com apigenina a 10uM, inibiu a reducdo da expressdo de TH induzida
pelo aminocromo apds 48 h de tratamento, mantendo niveis de expressao

semelhantes a de culturas sob condi¢des controle negativo (DMSO 0,1%) (Fig.7).
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Figura 6. Fotomicroscopia das fatias mesencefalicas expostas ao aminocromo e MPTP

AMI 0,01uM 02 AMI 0,05 pM

AMI 0,25 pM> AMI 2,5 pM AMI 25 UM

Cultura organotipicas de mesencéfalo apds 5 dias de cultivo e 48 horas de exposicdo ao
aminocromo, ou a condi¢do controle positivo para dano celular, exposi¢cdo ao MPTP, ou a condi¢édo
controle negativo, livre de toxinas no meio. Em A) Fatias em condi¢c8es controle negativo (Obj. 4X),
demonstrando a presenca de substancia nigra em porcdo mais escura. B) Fatias em condi¢cbes
controle negativo (Obj. 20X). C) Fatias em condi¢cdes controle positivo expostas a concentracdo de
800uM da neurotoxina exdgena, MPTP (Obj. 20X). D - I) Fatias expostas ao aminocromo (AM) em
diferentes concentragbes D) AMI 0,01uM; E) AMI 0,025uM; F) AMI 0,05uM; G) AMI 0,25puM; H) AMI
2,5uM; 1) AMI 25puM. Seta preta indica desalinhamento das bordas e setas brancas indicam a

presenca de células escuras.
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Figura 7. Analise da proteina Tirosina Hidroxilase por Western Blot
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Andlise da proteina Tirosina Hidroxilase por Western Blot. Em A, bandas de proteinas com
58KDa imunorreativas para Tirosina Hidroxilase e bandas de proteinas com 36KDa
imunorreativas para GAPDH. Em B, gréafico representativo da densitometria, com resultados
expressos em médias = desvio padrdo de unidade densitométrica arbitraria. (*) representa
diferenca estatisticamente significante em relacdo ao controle. (#) representa diferenca

estatisticamente significante em relacdo ao grupo AMI+API. (*) ou (#) com valor de p< 0,05.
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5.2 ANALISE DA NEUROINFLAMACAO INDUZIDA PELO AMINOCROMO E
EFEITO IMUNOMODULATORIO DA APIGENINA

A analise imunohistoquimica para proteina microglial Ibal em culturas sob
condic¢des controle revelou uma mediana de 5,93% de células Ibal*(Ilbal positivas)
(Fig. 8D), sendo que destas 67,9% apresentaram morfologia ramificada (Fig. 8E),
enquanto 32,1% apresentaram morfologia ameboide (Fig. 8F). Exposicdo das
culturas a 25uM de aminocromo apdés 24 h reduziu a propor¢ao de células Ibal* com
morfologia ramificada para 9,82% (Fig. 8E) e aumentou células com morfologia
ameboide para 90,17% (Fig. 8F).

Ainda, ao analisarmos a expressdo do mRNA da citocina pro-inflamatoria
TNF por RTQ-PCR, observamos que apds 24 h de tratamento das fatias com
aminocromo e o controle positivo (LPS 1ug/ml) houve um aumento na expressao
relativa de 5 vezes e 920 vezes, respectivamente, quando comparados com culturas
sob condicdo controle (Fig. 9A). Estes valores apresentaram-se reduzidos em
culturas tratadas concomitantemente com o aminocromo e apigenina e culturas
tratadas com o LPS e apigenina, que apresentaram valores médios de 2 e 4,2 vezes
maior que apresentados por culturas sob condicbes controle negativo,
respectivamente (Fig. 9A).

Ja a avaliacdo da expressdo do mRNA da citocina pro-inflamatéria IL1B
também por RTg-PCR revelou um aumento na expressao dessa citocina nas fatias
tratadas com LPS ou aminocromo de 6 vezes e 45 vezes, respectivamente (Fig. 9B).
Também, foi observado que culturas tratadas concomitantemente com LPS e
apigenina apresentaram expressao de IL-1B semelhante a de culturas tratadas
apenas com LPS. Por outro lado, enquanto que culturas tratadas
concomitantemente com aminocromo e apigenina apresentaram expressao reduzida
desta citocina, quando comparada com expressao em culturas tratadas apenas com
o aminocromo, chegando a alcancar niveis semelhantes a de culturas sob condi¢éo

controle negativo (Fig. 9B).



Figura 8. Analise da ativacdo microglial por imunohistoquimica
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Andlise da ativacdo microglial por

imunohistoquimica para Ibal. Em A, fotomicroscopia de

fluorescéncia de cultura organotipica sob condi¢des controle negativo mostrando células Ibal+ com

morfologia ramificada em vermelho, e nacleos marcados com DAPI em azul. Em B, células lbal+ com

morfologia ameboide em culturas organotipicas expostas por 24h ao aminocromo (25uM). Em C,

culturas organotipicas tratadas concomitantemente com apigenina (APl) e aminocromo (AMN),

mostrando redugdo na populacao de células lbal+ com morfologia ameboide. * representa diferenca

estatisticamente significante em relacéo ao controle, com valor de p<0,05.
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Figura 9. Analises da expresséo das citocinas pro-inflamatérias por RTg-PCR
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Andlises da expresséo das citocinas pré-inflamatérias por RTg-PCR. Em A, analise da expresséo de
TNF em culturas organotipicas de mesencéfalo tratadas por 24h com 1ug/ml de LPS, 25 uyM de
aminocromo (AMN) ou tratamento concomitante com apigenina e LPS (API+LPS) ou com apigenina e
aminocromo (APl + AMN). Em B, analise da expressdo de IL18 em culturas organotipicas de
mesencéfalo submetidas as mesmas condi¢des de tratamento das culturas citadas para o grafico A.
(*) representa diferenca estatisticamente significante em relacdo ao controle negativo (control). (#)
representa diferenca estatisticamente significante em relacdo ao respectivo grupo, sem tratamento
concomitante com a apigenina. (*) ou (#) com valor de p< 0,05.
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5.3 ANALISE DA EXPRESSAO DOS FATORES NEUROTROFICOS INDUZIDA
PELO AMINOCROMO E EFEITO MODULATORIO DA APIGENINA

Na andlise da expressdo do mRNA para fatores neurotréficos em culturas
sob condicdo controle positivo observamos que o LPS (1ug/ml) foi capaz de induzir
reducdo em 1,36; 1,69; 1,20; 1,81 vezes na expressédo relativa do CDNF, NGF,
BDNF e GDNF, respectivamente em relacédo ao controle negativo. Tratamentos com
apigenina inibiram os efeitos do LPS e ainda aumentaram os niveis de NGF em 1,55
vezes quando comparado a condi¢édo controle negativo (Fig. 10)

Ainda, verificamos que o aminocromo foi capaz de induzir redugcéo na
expressdo de CDNF e NGF em 1,15 e 1,33 vezes, respectivamente, em relacao ao
controle negativo e aumento na expressdo de BDNF em 1,30 vezes, mas nao
interferiu nos niveis de GDNF. Tratamentos com apigenina aumentaram a expressao
de CDNF e NGF em 2,56 e 1,62 vezes, respectivamente, e reduziram expressao de
BDNF e GDNF em 1,50 vezes e 1,42 vezes, respectivamente, em relacdo ao

controle negativo (Fig. 10).
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Figura 10. Avaliacdo da expressao dos fatores neurotréficos por RTq-PCR.
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Andlises da expressao de fatores neurotroficos por RTq-PCR. Em A, andlise da expressdo de CDNF

em culturas organotipicas de mesencéfalo tratadas por 24h com 1ug/ml de LPS, 25 uM de

aminocromo (AMN) ou tratamento concomitante com apigenina e LPS (API+LPS) ou com apigenina e
aminocromo (APl + AMN). Em B, C e D analise da expressdo de NGF, BDNF, GDNF,

respectivamente, em culturas organotipicas de mesencéfalo submetidas as mesmas condi¢cbes de

tratamento das culturas citadas para o grafico A. (*) representa diferenca estatisticamente significante

em relagdo ao controle negativo (control). (#) representa diferenca estatisticamente significante em

relacdo ao respectivo grupo, sem tratamento concomitante com a apigenina. (*) ou (#) com valor de
p< 0,05.
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6. DISCUSSAO

Ao longo das dultimas décadas as culturas organotipicas foram uma
ferramenta encontrada como um importante passo na simulagdo de situagdes in
vivo. O modelo deste trabalho utiliza fatias de tecido que podem variam de 300-
450um, permitindo a preservacéo de toda a citoaquitetura celular original e o contato
célula-célula que ja existia no tecido no qual deu origem a fatia (HUMPEL, 2015).

Neurotoxinas exégenas, como MPTP, 6-hidroxidodopamina, paraquart e
rotenona, servem como modelo para o estudo da DP e sao utilizadas em culturas
organotipicas. Neste modelo € possivel selecionar fatias mesencefélicas contendo a
SNpc (DAVIAUD et al., 2013; KEARNS, et al.,, 2006; ORAWARA, et al., 2007,
TESTA et al.,, 2005; CAVALIERE et al.,, 2010). No entanto, ndo ha relatos na
literatura referindo o uso da cultura organotipica utilizando o aminocromo como
neurotoxina indutora de um modelo da DP

Neste trabalho pioneiro foi possivel identificar morte celular na borda da fatia
na presenca do aminocromo, o0 que corrobora com estudos desenvolvidos em
linhagens de células SHSY-5Y e RCSN-3 onde é observado citotoxicidade induzida
por esta toxina (FUNTES et al.,, 2007; MUNOZ et al.,, 2015). Esta substancia
neurotdxica é reconhecida por causar danos oxidativos, disfuncdo mitocondrial,
desestabilizacdo do citoesqueleto, disfuncdo proteossomal e adutos com a a-
sinucleina (FUNTES et al., 2007; AGUIRRE, et al., 2012; BRICENO, et al., 2015,
VAN LAAR et al., 2009; LAVOIE et al., 2005; MUNOZ et al., 2015) em linhagem de
células.

Foi possivel observar também por reducdo de expressdao de marcador de
neurénios dopaminérgicos a toxicidade do aminocromo e a acdo neuroprotetora da
apigenina. A apigenina é reconhecida como um flavonoide neuroprotetor atuando
em vias anti-inflamatérias, com a reducéo dos niveis de citocinas e proteinas (iNOS)
pré-inflamatérias e é um flavonoide com potencial anti-apoptético evitando a
fosforilacdo de MAPKs (ZEDETH et al.,, 2008; KUMAR et al.,, 2014; SHUKLA &
GUPTA, 2010; MAGALINGAN et al., 2015; KIM, 2015).

A maioria das alteracbes celulares e moleculares presentes na doenca de
Parkinson ja foram atribuidas como efeitos deletérios induzidos pelo aminocromo
(MUNOZ et al. 2015; NORRIS et al. 2005; AGUIRRE et al. 2012; ARRIAGADA et al.
2004; BRICENO et al. 2015; CUERVAS et al. 2015; HUENCHUGUALA et al. 2014;
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MURNOZ et al. 2012a; MUNOZ et al. 2012b; PARIS et al. 2011; SEGURA-AGUILAR
AND KOSTRZEWA, 2015; XIONG et al. 2014; ZAFAR et al. 2006). No entanto,
pouco se sabe sobre seu potencial neuroinflamatério no SNC. Nossos achados
revelam a primeira evidéncia de que o aminocromo induz ativacdo de células
microgliais, marcada por uma alteracao fenotipica intensa, e a producgéo de citocinas
pro-inflamatoérias TNF e principalmente IL-1[3.

Evidéncias em pacientes sugerem que a resposta microglial associada a
producdo de citocinas pro-inflamatérias (TNF e IL-1B8) possam contribuir para a
progresséo da neurodegeneragdo na DP (CZLONKOWSKA et al. 2002; HIRSCH &
HUNOT, 2009; MCGEER et al. 1988), o que alimenta a hip6tese deque o uso de
agentes anti-inflamatérios possa inibir a progressao desta enfermidade (PETERSON
& FLOOD, 2012). Neste sentido, a apigenina tem merecido destaque dentro do
grupo de compostos polifendlicos derivados de plantas por apresentar a habilidade
de inibir a producdo de citocinas pro-inflamatérias geradas por mondcitos,
macrofagos e microglia, em particular, apresentando-se como um composto
promissor para doencas imunomodulatérias neurodegenerativas (REZAI-ZADEH et
al. 2008). Nossos achados reafirmam o potencial imunomodulador da apigenina,
evidenciados por efeito inibitério em alteracbes morfologicas e expressdo de mRNA
de citocinas pré-inflamatorias induzidas por aminocromo ou LPS.

Até entdo desconhecido, CDNF, foi descrito pela primeira vez em 2007 por
Lindholm et al. como uma proteina expressa em diversos tecidos de camundongo e
humanos, incluindo em cérebro embrionario e poés-natal de camundongos, que
previne por injecdo intraestriatal a degeneracdo de neurbnios dopaminérgicos e
sinais motores em ratos. Mais tarde, foi revelado que injecdo crénica no cérebro de
ratos normalizou gradualmente a rotacdo induzida por anfetamina e inibiu a perda de
neurénios TH+ na SNpc e estriado em ratos com injecao intraestriatal de 6-OHDA,
enquanto outros fatores como GDNF e fator neurotréfico derivado de astrocito
mesencefalico (MANF) ndo apresentaram efeito significativo (VOUTILAINEN et al.,
2011).

J4 o NGF é bastante conhecido por sua associagdo com a sobrevida e
crescimento de neurbnios colinérgicos (COLLIER et al., 1999). Entretanto sua
relacdo com a DP tem sido alvo de poucos estudos. Lorigados-Pedre & Bergado-
Rosado (2004) expdem algumas evidéncias de que danos primarios em neurénios

dopaminérgicos afetam a sintese de NGF. Dentre estas, dados de Nishio et al.
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(1998) que indicam reatividade do receptor TrKA na SNpc, 0 que sugere uma
regulacdo autdcrina deste fator. Ainda, dados de Mogi et al. (1998), que demonstram
que lesdo em estriado de animais induzidas por MPTP estdo associadas a
diminuicio em niveis de NGF, juntamente com a elevacdo da
IL-183 e morte neuronal. Outros estudos demonstraram que NGF estabiliza
microtUbulos e protege neurbnios dopaminérgicos em cultura embrionaria de ratos
contra toxicidade induzida pela rotenona (JIANG et al., 2006). Nossos resultados
vém contribuir para a elucidacdo da relacdo entre CDNF e NGF com o sistema
dopaminérgico, uma vez que evidenciamos que ambas neurotoxinas testadas, LPS
e aminocromo, reduziram expressdo de RNAm destes fatores, em associagao a
aumentos dos niveis de RNAm do IL-1B. E ainda, revela uma acdo modulatoria
neurotréfica e protetora da apigenina por restaurar ou elevar a altos niveis a
expressdo de RNAm do CDNF e NGF na presenca das neurotoxinas.

Neurdnios podem secretar o0 BDNF e este agir como fator autécrino para
sobrevivéncia, diferenciacdo e proliferacdo em diferentes tipos neuronais, incluindo
neurénios dopaminérgicos (ACHESON et al., 1995; HYMAN et al., 1991). Estudos
em humanos tém demonstrado que niveis de mMRNA e expressao da proteina BDNF
apresentam-se reduzidos na substancia nigra de pacientes com DP e também no
soro de pacientes diagnosticados precocemente (MOGI et al., 1999; PARAIN et al.,
1999; SCALZO et al., 2010; ZIEBELL et al., 2012). Por outro lado, sdo detectados
niveis aumentados em soro de pacientes com estagio avancado da enfermidade
(SCALZO et al., 2010). Nossos resultados demonstraram que niveis de RNAmM em
culturas organotipicas foram reduzidos ap6s a exposi¢do ao LPS e que a apigenina
inibiu este efeito, mantendo niveis proximos ao das culturas em condicédo controle.
Estes achados reafirmam efeito neurotréfico e neuroprotetor da apigenina, conforme
descrito por Patil et al. (2014). Aumento nos niveis de BDNF representa um
importante alvo para neuroprote¢cdo em sistema dopaminérgico, uma vez que este
fator € capaz de reduzir perda de células TH+ em modelos de estudo induzidos por
MPTP e 6-OHDA (FRIM et al.,, 1994; LEVIVIER et al., 1995; SUN et al., 2005;
TSUKAHARA et al., 1995; WANG et al., 2014).

O GDNF foi originalmente isolado do sobrenadante de linhagem de glioma de
ratos e |Ihe foram atribuidos pronunciados efeitos neuroprotetores seletivos para
neurdnios dopaminérgicos em culturas de embrides, dentre eles: aumentar o nimero

de neurbnios e diferenciagcdo morfologicade neurbnios TH+ e ainda, aumentar a
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captacdo de dopamina (LIN et al.,, 1993). Nossos estudos revelaram que a
expressao deste fator apresentou-se reduzida em culturas expostas ao LPS, e que a
apigenina foi capaz reverter esta reducédo, tornando a expressado das culturas sob
tratamento concomitante com o LPS com niveis proximos daqueles encontrados em
condicdo controle. Estes resultados estdo de acordo com alguns achados da
literatura que descrevem niveis reduzidos de GDNF em associacdo inversa a
resposta neuroinflamatoria envolvendo altos niveis de TNF e degeneracao
dopaminérgica (PATIL et al., 2014). E sugerem um efeito neuroprotetor da
apigenina, uma vez que o GDNF e uma associacdo de GDNF e BDNF
demonstraram efeito positivo na sobrevida de neurénios dopaminérgicos em culturas
organotipicas expostas a 6-OHDA (STAHL et al., 2011).

Nossos resultados apontam que os niveis do RNAmM do BDNF no grupo
tratado com aminocromo apresentaram-se aumentados em relagdo ao controle e o
RNAmM do GDNF nado apresentou reducdo no grupo tratado também com
aminocromo, além disso vimos também um aumento expressivo do RNAm da
citocina IL-1B, demonstrando um possivel papel modulatério dessa citocina na
elevacdo da expressdo do BDNF e mantendo os niveis de GDNF. Saavedra et al.
(2006a) mostrou que a lesao por perdxido de hidrogénio (H202) e L-DOPA aumentou
a expressao de GDNF em co-cultras de neurdnio-glia. Em outro trabalho da mesma
autora, realizado em 2006 (b) conclui-se que os neurdnios danificados pela DP
estimulam a producdo de IL-1B pelos astrocitos. Uma vez liberada, a IL13 pode
interagir com seus receptores presentes tanto em neurbnios quanto em astrocitos,
aumentando a expressdao de GDNF. A infusdo intracranial de IL-13 possui a
capacidade de ativacdo astrocitaria e concomitante protecéo contra a toxicidade da
6-OHDA (SAURA et al., 2003). Os resultados do BDNF deste trabalho também
corroboram com os resultados de Song et al. (2013), onde a administragcdo por
injecdo estereotaxica de IL-1B em cérebros de ratos mostrou que o RNAm para
BDNF estava elevado em relacdo ao controle. A reducdo na expressdo do RNAm do
BDNF e GDNF nos grupos tratados com aminocromo associado a apigenina foi
acompanhado pela reducdo do RNAm da IL-1p3, sugerindo que a diminuicéo dos dois
fatores neurotroficos nesta condicdo podem estar associados a regulacdo da

interleucina.
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7. CONCLUSAO

Com base no conjunto de resultados obtidos neste trabalho podemos concluir que:

Culturas organotipicas de mesencéfalo de ratos de 8 dias expostas ao
aminocromo constituem bons modelos de estudo in vitro para
neuroinflamacéo associada a DP.

A neuroinflamacédo, marcada principalmente por resposta microglial e
producao de citocina IL-13, assim como a modulacéo de fatores neurotroficos
(CDNF, NGF e BDNF) podem estar envolvidos na neurodegeneragéo
induzida pelo aminocromo.

A apigenina constitui um agente com potencial neuroprotetor e

imunomodulador frente a disfun¢des induzidas pelo aminocromo.
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